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L’admirable technique de microchromatographie sur papier 
filtre décrite par Consden, Gordon et Martin [4] a déja permis de 
trés intéressants travaux. En cherchant a |’appliquer, nous nous 
sommes trouvés génés dans divers détails, car le mémoire original 
de Consden, Gordon et Martin n’est pas trés explicite sur certains 
points. D’autre part, pour des applications en série nous avons 
da réaliser un appareillage simplifié. Enfin, pour permetire des 
comparaisons donnant quelques renseignements quantitatifs, nous 
avons dai adapter certains détails techniques. Ces adaptations ont 
rendu trés simple l’emploi de la microchromatographie sur papier 
filtre, aussi pensons-nous devoir présenter notre facgon de tra- 
vailler. Nous nous limiterons a la chromatographie « a une seule 
direction » car elle a suffi 4 tous nos besoins et donne le plus 
souvent, avec moins de difficultés techniques, des résultats aussi 
parfaits que la chromatographie « a deux directions ». 


PRINCIPE DE LA METHODE. 


Le mélange d’aminoacides 4 analyser est déposé a état de 
solution aqueuse sous forme d’une goutle sur une bande d’un 
papier filtre convenable. On laisse évaporer |’eau puis on trempe 
une extrémité de la bande de papier dans un solvant non mis- 
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cible a l’eau. Le solvant chemine par imbibition dans le papier 
et avance lentement. Il rencontre sur son trajet la tache d’amino- 
acides et tend a l’entrainer, mais l’eau que retient la cellulose 
du papier (en équilibre dhydratation avec une atmosphere 
saturée d’eau) tend a retenir les aminoacides. La vitesse de dépla- 
cement de chaque aminoacide sera fonction du coefficient de par- 
tage de cet acide entre l’eau du papier et le solvant qui chemine. 
La vitesse varie considérablement pour un solvant donné avec la 
nature des divers aminoacides. Lorsque le solvant a imbibé une 
longueur suffisante de la bande de papier, on arréte l’expérience 
et Pon évapore le solvant, puis on révéle la position de chacun 
des aminoacides grace a la réaction colorée gu’il donne avec la 
ninhydrine. On observe alors sur le papier une série de taches 
colorées qui correspondent chacune a un aminoacide particulier. 
L’examen du spectre ainsi obtenu permet d’identifier les amino- 
acides présents dans le mélange. Comme un solvant unique ne 
différencie pas suffisamment certains aminoacides de mobilités 
voisines, on refait une deuxiéme expérience semblable avec un 
autre solvant, volre avec un troisiéme si besoin est. 


PAPIER. ‘ 
Nous avons eu d’excellents résultats en utilisant tout simple- 
ment le papier pour filtres sans cendres Durieux type n° 111 


« filtration lente ». Mais nous tenons a rappeler que la texture 
du papier a une grande importance. 


SOLVANTS. 


On peut résoudre de nombreux problémes posés par l'étude 
qualitative d’un mélange d’aminoacides naturels en_ utilisant 
trois solvants qui sont : 1° Du phénol contenant 0,3 p. 100 d’am- 
moniaque ; 2° de la collidine ; 3° du butanol contenant 3 p. 100 
d’ammoniaque. I] est trés important de n’opérer qu’avec des 
solvants saturés d’eau a la température méme Aa laquelle on doit 
opérer la chromatographie. Ces solvants devront donc étre con- 
servés en flacons bouchés contenant deux phases, l’une des 


phases étant le solvant saturé d’eau et l’autre de l’eau saturée de 
solvant. 


APPAREILLAGE. 


Lg Eprouvette : (2 litres environ) sans bec; le diamétre doit 
étre voisin de 9 cm. et la hauteur doit dépasser 35 cm. 

2° Un Becher capable de coiffer l’éprouvette en ne laissant 
entre elle et lui qu’un espace restreint. Le diamétre intérieur du 


ca 
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Becher ne doit pas dépasser le diamétre extérieur de l’ éprouvette 
de plus de 2 cm. ; 

3° Une cuvelle a cadre qu’un souffleur de verre moyen peut 
facilement fabriquer d’aprés le schéma ci-contre, a condition 
d’utiliser un verre type Pyrex. 

L’appareil se compose d’une cuve A surmontée d’un cadre 
en verre C constitué par de la baguette de verre telle que celle 
que l’on emploie pour les agitateurs de chimie. Le diamétre de 


Bie. 2. 


cette baguette doit étre voisin de 5 mm. Pour fabriquer la cuve 
A on part d’un tube de verre de 30 mm. de diamétre que |’on 
soude en T a un tube beaucoup plus étroit qui servira 4 souffler. 

On ferme 4a la flamme les extrémités E, et E,, puis on chauffe 
une ligne qui est la génératrice opposée au tube T et l’on souffle 
de facon a obtenir une hernie sur toute la Jongueur x y. La coupe 
transversale a cet instant correspond au schéma 3 ci-contre, la 
hernie étant figurée en H. On chaulfe H puis, avec une pince 
brusselle, on arrache par parties tout le verre de la hernie qui 
laisse & sa place un orifice rectangulaire que l’on apercoit en 
perspective en K sur le schéma 4. On régularise 4 la meule ou 
a la flamme les bords de lorifice K. Cet orifice doit avoir une 
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ouverture transversale comprise entre 2 et 2,5 cm. La cuve serait 
terminée si l’on enlevait le tube T. Mais on le laisse encore en 
place comme manche pendant que l’on adapte a la cuve le cadre 
que l’on a préparé d’autre part avec une baguette de verre. Ici, la 
technique est banale. Rappelons seulement qu’il est important 
que les cétés longs du cadre soient bien rectilignes. Il faut done 
éviter de les ramollir a la flamme. De plus, ils doivent étre bien 
horizontaux lorsque l’appareil sera suspendu en place dans 


Sense eae 


Fic. 5. Fie. 6: 


Véprouvette. Il faut pour cela que les quatre crochets S,, S,, S,, 
S, soient bien égaux. 

Notons enfin que le cadre doit étre assez large pour que les 
verticales tangentes extérieurement a ses grands cétés ne touchent 
pas les parois de la cuve, mais passent au moins a 3 mm. en 
dehors de ces parois. 

Les dimensions de Vappareil sont fonctions du diamétre de 
l’éprouvette dont on dispose, car il faut que le tout s’adapte bien 
a cette éprouvette. Le schéma 5 montre comment sera disposée 
la cuve dans |’éprouvette. 

Pour terminer l’appareil il suffit de couper une plaque de verre 
épaisse de 5 4 10 mm., rectangulaire, entrant 4 frottement doux 
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dans la cuve. Sa largeur* devra done étre presque égale a la 
largeur de la cuve A, et sa hauteur devra dépasser seulement 
de 1 cm. environ de profondeur de la cuve, ainsi que le montre la 
fig. 6. Comme l’indique la figure 7, 4 petites goutteleties de verre 
soudées au cadre en 1, 2, 3, 4, maintiendront la plaque de verre et 
Vempécheront de s’incliner jusqu’au contact des bords de la cuve. 
Les bords de la plaque de verre seront rodés par un bref passage 
a la meule afin que les arétes ne soient pas coupantes. La fabrica- 
tion de l'appareil est facile, et ne demande pas plus d’une heure 
et demie pour un bon verrier, mais il faut un bon recuit pour 
assurer la tenue de l’ensemble. Cette cuve entiérement en verre, 
sans colle ni ciment peut étre parfaitement nettoyée, et ceci est 
important. Elle a été congue pour permettre une mise en marche 
simple et trés rapide de chaque expérience. 


PIPETTES CALIBREES. 


En étirant et coudant quelques tubes de verre, on prépare des 
pipettes capillaires 4 parois pas trop minces, ayant la forme 


wv 


«C 


Fie. 8. 


figurée en 8. On détermine par pesée un point B tel que le con- 
tenu du capillaire entre B et C pése 2 mg., et l’on marque le 
point B par un repére. Ces pipettes serviront 4 déposer des gout- 
telettes toujours semblables sur les bandes de papier afin de 
rendre meilleures les comparaisons entre les taches d’aminoacides 
inconnus et les taches témoins. Pour déposer les gouttelettes sur 
le papier, on remplit la pipette de C jusqu’en B exactement, puis 
on aspire trés légérement pour éloigner le liquide de l’extrémité 
C. On peut alors essuyer l’extérieur de la pipette. On place 
ensuite l’extrémité C en contact avec le papier chromatographique 
au point choisi, puis on souffle trés légérement en A pour chasser 
doucement et complétement le liquide sur le papier qui l’absorbe 
aussitot sous la forme d’une petite tache bien circulaire ayant 
toujours exactement la méme surface. 


MIsE EN MARCHE D'UNE EXPERIENCE. 


On découpe une bande de. papier filtre large de 6 cm., et lon- 
gue de 40 cm. A 8 cm. de l’une des extrémités, on trace au crayon 
noir, sans appuyer et perpendiculairement a la longueur de la 
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bande, une ligne interrompue trois fois par des blancs équidis- 
tants suivant le schéma 9. Ainsi se trouvent délimités trois 
espaces blancs égaux et équidistants. C’est exactement au milieu 
de chacun des espaces blancs que sera déposée lune des trois 
goultelettes que l’on étudiera simultanément dans chaque expé- 
rience. Le ‘diamétre de la tache que fait une gouttelette est de 
5 mm. Done chaque tache est distante de plus de 1 cm. d’une 
autre tache ou du bord de la bande de papier. Ceci est important, 
car si les taches sont trop prés du bord, elles subissent une 
légére modification de leur cheminement chromatographique. 
La tache centrale sera faite avec la solution que l’on étudie, 
tandis que les deux taches latérales seront faites avec des solu- 
tions témoins contenant des aminoacides connus en quantités 
connues. I] est en général commode de prendre comme témoins 
des solutions contenant chacune trois ou quatre aminoacides bien 
choisis suivant le probleme a résoudre et le solvant utilisé (1). 
La dose de chacun des aminoacides présents dans la gouttelette 


| 
\ 
\ 
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Fre. 9. 


utilisée doit étre connue et comprise entre 3 et 10 wg. pour que 
les taches soient bien visibles et bien délimitées. 

Lorsque les trois goulttelettes sont déposées, on attend pen- 
dant quelques minutes pour que l’eau des gouttelettes s’évapore, 
puis on met la bande de papier en place dans la cuve. Pour 


(1) Lorsque l’on fait une premiére expérience sur une solution 
inconnue, il est généralement commode d’utiliser pour premier solvant 
le phénol, et pour taches témoins d’un cété une solution contenant 
dans la goutte mise en ceuvre 5 millitmes de milligramme de chacun 
des aminoacides suivants : acide aspartique, acide glutamique, alanine, 
leucine, car leurs mobilités sont échelonnées depuis les valeurs les plus 
petites (acide aspartique) jusqu’aux plus grandes (leucine). On a donc 
immédiatement un bon repérage d’ensemble de tout le chromato- 
gramme. Le phénol sépare trés bien l’un de l’autre les acides dicar- 
boxyliques, mais il ne sépare pas bien valine et leucine. Pour ces 
aminoacides, i] faut opérer avec un autre solvant, et la collidine (ou le 
butanol) est particulitrement favorable. La collidine sépare mal l’un 
de autre les acides aspartique et glutamique. Dans Je cas de la colli- 
dine, il est commode d’utiliser, pour l’un des témoins dans une pre- 
miére expérience, une solution contenant 5 ug. de chacun des acides 
suivants : acide aspartique, alanine, valine, leucine, dont les mobilités 
dans Ja collidine sont bien étagées. 
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cela, la cuve est sortie de 1’éprouvette, et placée sur une plaque 
de verre propre ot on la maintient en position verticale par un 
cadre ou un support convenable. On replie 1 a 2 cm. de lextré- 
mité de la bande de papier en amont des taches, et on’l’intro- 
duit dans la cuve ot on la fixe par la plaque rectangulaire de 
verre selon le schéma 10 qui figure une coupe transversale de a 
cuve avec le papier en place et la plaque restangulaire «de 
verre V seulement 4 mi-chemin de sa position définitive qu’elle 
atteindra lorsqu’elle reposera sur le fond de la cuve pour y coin- 
cer le papier. 

Notons qu'une seule cuve permet de faire simultanément deux 
expériences, car une deuxiéme bande de papier peut étre placée 


8 
\ POS/TION 
BES TACHES 


Fic. 40. 


symétriquement ; elle sera maintenue par la méme plaque de 
verre mais sortira de |’autre cété. 

Les taches, et par conséquent les traits de crayon qui leur 
servent de repéres doivent étre au dela des bords du cadre C et C’ 
a un centimétre au moins. Ceci fait on replie le papier au niveau 
méme du cadre C C’ pendant qu’un aide souléve la cuve. 

On replie également l’extrémité inférieure de la bande de 
papier sur 3 a 4 cm. De cette fagon, les deux bandes symétriques 
se rejoignent en bas et on les fixe |’une 4 l’autre par une épingle E. 
Ceci évite leur balancement pendant |’introduction dans |’éprou- 
vette. Le schéma 11 figure la coupe de la cuve en place dans 
l’éprouvette avec ses deux papiers. La longueur des papiers doit 
étre telle qu’il reste un espace d’au moins 5 cm. entre leur extré- 
mité inférieure et le fond de l’éprouvette, car on doit disposer au 
fond une trentaine de centimetres cubes d’un mélange d’eau 
saturée de solvant et de solvant saturé d’eau (2), afin que l’atmo- 
sphére de l’éprouvette soit saturée en eau et en solvant. Des que 
la cuve est en place, on y introduit avec une pipette du solvant 


{ 


(2) Ces liquides auront été placés longtemps 4 l’avance dans V’éprou- 
vette que l’on aura conservéc close par le bécher qui la coiffe. 
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saturé d’eau en quantité suffisante pour remplir la cuve jusqu’a 
1 cm. du bord supérieur environ. Il faut, en ce faisant, ne pas 
faire couler de liquide sur les papiers, mais seulement sur la 
plaque de verre : ainsi la limite de l’imbibition sera sur chaque 
papier une ligne droite horizontale. 

On coiffe l’éprouvette par le bécher et l’on obstrue l’espace 
annulaire entre le bécher et l’éprouvette par du coton. Ainsi l’on 
opére pratiquement en vase clos et l’atmosphére est bien saturcée. 

On laisse l’appareil dans une piéce dont la température ne 

subit pas de variation brusque. Le solvant 
imbibe progressivement Je papier et l’on voit 
avancer lentement la limite de la _ partie 
imbibée. On vérifie que cette limite atteint 
bien simultanément les trois points ot l’on 
avait déposé les aminoacides. 

La vitesse de.cheminement du solvant est 
fonction de la nature de ce solvant et aussi 
_de la température. 

Le phénol par exemple chemine beaucoup 
plus vite que la collidine. Or il est bon de 
n’arréter l’expérience que lorsque le trajet 
parcouru par le solvant est au moins de 15 cm. 

Si lon veut comparer des vitesses chroma- 
tographiques obtenues dans des expériences 
différentes, il faut opérer toujours avec un 
méme lot de papier et 4 la méme température 
et il est bon de fixer le cheminement total du 
solvant & une méme valeur. Pour cela on trace 
4 Pavance sur la bande de papier un trait de 
crayon distant, par exemple, de 18 cm. de la 
position initiale des aminoacides et l’on arréte 
Vexpérience a ]’instant ot le solvant atteint 
ce trait. 

Fic. 14. Dans le cas du phénol, il faut a peu 
prés sept heures pour une expérience, 
tandis que pour la collidine, il faut dix-sept A dix-huit heures. 

Lorsque l’on arréte Vexpérience, on sort la cuve et tout 
ensemble, puis on coupe avec des ciseaux les extrémités infé- 
rieures des papiers pour les détacher l'un de ]’autre et, aussitdt, 
on coupe chacune des bandes au ras de la cuve en maintenant 
les papiers avec une pince, car il ne faut jamais les toucher avec 
les doigts, tant qu’ils sont imprégnés d’un solvant quelconque. 
Les bandes de papier sont alors suspendues dans une étuve a 
105° C en évitant qu’elles entrent en contact entre elles ou avec 
les parois. Le solvant s’évapore rapidement. Apres quelques 
minutes, on peut révéler le chromatogramme. Pour cela, au moyen 
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de deux pinces, on maintient en l’air horizontalement la bande de 
papier pendant qu’un aide projette sur toute sa surface un 
brouillard de solution 4 0,1 p. 100 de ninhydrine dans le butanol. 
Un pulvérisateur en verre type médical pour les voies respira- 
torres (pulvérisateur Waast par exemple) convient trés bien. II 
faut que tout le papier soit finalement imbibé par le butanol 
contenant la ninhydrine, mais il ne faut pas faire couler de solvant 
en excés car les taches seraient déformées ou affaiblies. On remet 
alors le papier dans |’étuve et on le laisse suspendu pendant trois 
minutes. Les taches colorées apparaissent : elles sont violettes ou 
mauves pour la plupart des aminoacides, mais elles sont rosées, 
gris violacé ou jaunatres pour d’autres et. ces différences sont 
souvent un moyen distinctif commode. 

Sur chaque bande on compare la position des taches et leur 
couleur avec les taches témoins qui sont de part et d’autre. 

Si lon désire conserver un document, on doit entourer les 
taches avec un trait de crayon en indiquant par des hachures |’in- 
tensité de chacune des taches. En effet, la teinte n’est pas stable 
et les taches s’effacent lentement pour disparaitre & peu prés tota- 
lement en quelques semaines. 


APPLICATIONS A L’ ETUDE 
D'UNE SOLUTION INCONNUE D’AMINOACIDES. 


On prépare une solution du mélange inconnu contenant a peu 
prés 15 wg. d’aminoacides totaux par milligramme de solution. 
C’est avec cette solution que seront faites les taches centrales de 
deux bandes de papier. La tache étant faite par une gouttelette 
qui pése 2 mg., on met ainsi en ceuvre 30 pg d’aminoacides. Les 
taches témoins seront faites, Pune avec un mélange d’acide aspar- 
tique, d’acide glutamique, d’alanine et de leucine, l'autre avec un 
mélange d’acide aspartique, de sérine, de phénylalanine et de 
valine. Chaque gouttelette de 2 mg. devra contenir 7 pg. de 
chacun des aminoacides témoins. L’une des bandes sera soumise 
a la chromatographie avec comme solvant du phénol contenant 
0,3 p. 100 d’ammoniaque et l’autre avec comme solvant de la colhi- 
dine. On aura ainsi dés le lendemain un ensemble de renseigne- 
ments précieux. 

1° Si la solution contient un seul aminoacide, on en sera averti 
par la présence d’une seule tache sur chaque bande et les deux 
positions des taches suffiront 4 émettre quelques hypotheses sur 
la nature de l’amino-acide. On éliminera d’emblée tous les amino- 
acides dont les taches auraient été trés différemment placées. et 
Yon n’aura plus a hésiter qu’entre deux ou trois aminoacides de 
mobilités voisines que l’on distinguera par deux autres expé- 
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riences effectuées dans des solvants convenables avec, dans les 
taches témoins, les aminoacides possibles. Pour ces essais.complé- 
mentaires il faudra réaliser des gouttelettes (témoin et inconnu) 
contenant des quantités approximativement égales de l’amino- 
acide inconnu et de chacun des aminoacides témoins. II suffira 
enfin de controler par quelques réactions caractéristiques que les 
déductions chromatographiques sont exactes. 

2° Si la solution contient un mélange d’aminoacides, on obser- 
vera de nombreuses taches sur les bandes. I] sera done commode 
de simplifier le probleme en subdivisant les.aminoacides en 
deux fractions bien distinctes : 


A. — Les aminoacides précipitables par Vacide phospho- 
tungstique en milieu acide. 
B. — Les aminoacides non précipitables dans ces conditions, et 


lon étudiera séparément ces deux fractions pour lesquelles les 
taches seront moins nombreuses et plus faciles a identifier. 

Pour la séparation en A et B, 2 ml. d’une solution a 5 p. 1.000 
d’aminoacides suffiront largement (soit 10 mg. d’aminoacides). On 
place cet échantillon dans un petit tube a centrifuger conique avec 
1 cm* d’acide chlorhydrique 0,6 N, puis on ajoute goutte a goutte en 
agitant une solution d’acide phosphotungstique 4 10 p. 100 dans 
de HC] 0,2.N. On poursuit l’addition du réactif, au moins II 
ou III gouttes au dela de la limite de précipitation, afin d’en avoir 
un léger excés. On laisse en contact une heure puis on sépare le 
précipité par décantation aprés centrifugation. Le précipité est lavé 
deux fois avec 1 cm* de solution 0,2 N d’HCl contenant II gouttes 
de la solution phosphotungstique. On rassemble les solutions et 
les Javages qui contiennent la fraction B tandis que le précipité 
contient A. Il faut ensuite éliminer de l’une et de l’autre l’acide 
phosphotungstique. Il suffit pour cela d’extraire cet acide grace a 
son coefficient de partage en milieu acide entre l’eau acide d’une 
part et le mélange alcool amylique et éther (a parties égales) 
d’autre part, selon Winterstein [2] d’aprés Van Slyke [3]. 

Lorsque l’acide phosphotungstique est éliminé, on enléve l’acide 
chlorhydrique par distillation sous vide jusqu’a sec, puis on laisse 
séjourner dans un dessiccateur 4 vide contenant de la chaux. Il 
reste toujours naturellement de HC] combiné aux aminoacides. 
On évitera son influence en neutralisant la solution définitive par 
de l’ammoniaque. 

La solution utilisée pour les chromatographies devra contenir 
ici aussi environ 15 yg. d’aminoacides totaux par milligramme 
de solution. 

En étudiant A on n’aura a distinguer que les taches corres- 
pondant aux bases hexoniques et on prendra comme témoins 
arginine, lysine, histidine. Dans B nous. reprendrons comme 
témoims ceux indiqués ci-dessus pour le cas général. Les fig V2 
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et 13 représentent les chromatogrammes obtenus pour une solu- 
tion de type B (8). 

Notons que lorsque les distinctions entre norvaline et valine 
ou bien entre leucine et isoleucine seront nécessaires, il:sera bon 
d’effectuer des chromatogrammes avec comme solvant le butanol. 

Pour faciliter le repérage des taches, nous donnons ici un 
tableau des chemins parcourus dans divers solvants 4 une méme 
température voisine de 15° C, lorsque le chemin total parcouru 
par le solvant dans noire papier était 18 cm. 


PHENOL + 0,3-p. 100 
d’ammoniaque COLLIDINE 
en centimétres cubes 


Acide aspartique 
Acide glutamique . 


Sérine 
Glycocolle 
Alanine... . 
Tyrosine .. . 
Valine 
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Voici un exemple des chromatogrammes obtenus dans une étude 
sur les aminoacides d’un extrait microbien (fig. 12). 

Le solvant était du phéno] contenant 0,3 p. 100 d’ammoniaque. 

La rangée de gauche comporte 4 taches témoins correspondant 
chacune 4 5 pg. d’aminoacide. 

Tache I : acide aspartique. 

Tache II : acide glutamique. 

Tache III : alanine. 

Tache IV : valine. 

La rangée de droite comporte 3 taches témoins correspondant 
chacune a4 5 pg. d’aminoacides : 

Tache I : sérine. 

Tache II : glycocolle. 

Tache III : leucine. 

Un simple coup d’ceil sur le chromatogramme prouve que 
nous devons avoir dans la solution inconnue de l’acide aspar- 
tique, du glycocolle, de |’alanine, de la valine ou leucine et qu'il 
existe en outre un autre aminoacide qui n’est aucun des 7 amino- 
acides pris ici pour témoins. 

Un chromatogramme (fig. 18) avec de la collidine, a montré 


(3) Les mobilités dans la collidine varient beaucoup avec la tempeé- 
rature. 
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que la tache de valine ou leucine correspondait a un mélange de 
valine et de leucine. 

Fig. 13 : Rangée de gauche : 

Tache I: acide aspartique + acide glutamique + glycocolle. 

Tache II: valine. 

Rangée de droite : 

Tache I : sérine. 

Tache II : alanine. 

Tache III : leucine. 

Nous avons done au boul d’un vingtaine d’heures une série de 
renseignements précis. 

Etant donné que nous prenons la précaution d’opérer toujours 


avec des quantités connues d’aminoacides témoins et des frac- 
tions étudiées, on peut obtenir des renseignements grossiérement 
quantitatifs en comparant |’intensité des taches obtenues. Pour pré- 
ciser un peu mieux cette appréciation quantitative, on peut refaire 
des chromatogrammes avec des taches témoins contenant des quan- 
tités différentes des aminoacides témoins. 

_Ces renseignements quantitatifs n’ont jamais une grande pré- 
cision, car la comparaison des intensités de taches est trés approxi- 
mative, mais ces renselgnements peuvent cependant étre trés pré- 
cleux pour débrouiller un probleme et orienter la suite du travail. 


INFLUENCE DES SELS. 


Lorsque l’on s’adresse a un liquide biologique, on se trouve 
irés souvent en présence de sels et ceci est trés génant, car le 
chlorure de sodium par exemple modifie profondément la mobilité 
chromatographique de certains aminoacides, et tout particuliére- 
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ment des acides dicarboxyliques. Si l’on ne peut pas éliminer 
totalement les sels, on devra utiliser pour faire les gouttes témoins 
des solutions contenant des doses égales de chacun des sels 
présents dans la solution étudiée. En outre, il faudra imprégner 
les bandes de papier avec de |’eau salée et utiliser les solvants 
et Patmosphére en équilibre avec de l’eau salée saturée, 4 la place 
de l’eau. Notons cependant que la méthode met en ceuvre pour 
chaque tache des quantités trés faibles d’aminoacides, et il est 
souvent possible de diluer suffisamment les solutions pour que 
la teneur en sel ne dépasse pas 1 p. 100 dans la solution utilisée 
pour faire les taches sur le papier. Dans ces conditions, |’influence 
du sel sur la mobilité est négligeable. 


IDENTIFICATIONS DE CERTAINES TACHES CHROMATOGRAPHIQUES 
PAR DES REACTIONS COLOREES. 


Dans certains cas, il peut persister un doute sur |’identification 
d’une tache par suite de similitudes de mobilité. On peut s’aider 
du moyen suivant : 

Sur une bande de papier, on dispose seulement II gouttelettes 
identiques de la méme solution a étudier (sans témoin 
par conséquent). On fait la chromatographie comme 
habituellement, mais on ne fait pas agir la ninhydrine ; 
on découpe alors longitudinalement la bande en deux 
bandelettes égales qui porteront chacune les mémes 
taches aux mémes points (fig. 14). On révéle une seule 
de ces bandelettes par la ninhydrine, puis on réadaple 
les bandelettes comme avant le découpage. On localisc 
ainsi avec une bonne précision la position des taches 
sur la bandelette non révélée. On découpe de petits 
fragments de papier correspondant a chacune des 
taches non révélées, et l’on fait sur ces fragments des 
réactions caractéristiques, telles que Millon, formation 
de sulfure de plomb, par action du plombite de sodium 
chaud, ou bien réaction au nitroprussiate, etc... qui 
contrélent certaines identifications. On peut d’ailleurs 
éluer l’aminoacide présent sur un fragment de papier 
en faisant macérer dans quelques gouttes d’eau, et . 
effectuer toute étude appropriée sur les 10 ou 15 pg. d’aminoacide 
que l’on a pu ainsi localiser sur le fragment de papier. 
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FIEVRES RECURRENTES TRANSMISES A LA FOIS 
PAR ORNITHODORES ET PAR POUX 


par M. BALTAZARD, M. BAHMANYAR et C. MOFIDI (’). 


(Institut Pasteur de l’Iran.) 


Charles Nicolle, dés 1912, lors de ses premiéres recherches sur 
la fiévre récurrente, comprenant que l’évolution du virus chez le 
pou, si elle suffisait A expliquer la transmission interhumaine épi- 
démique, ne pouvait assurer la conservation interépidémique de 
Vinfection, avangait ’hypothése d’un autre invertébré réservoir 
de virus et avec Blaizot et Conseil tentait d’infecter 1 Ornithodorus 
savignyl. 

Au cours de sa vie, Charles Nicolle conserva toujours cette 
conviction ; mais n’ayant plus sous Ja main le Spirochaeta recur- 
rentis, il devra se contenter de l’expérimentation inverse : le pas- 
sage sur le pou des spirochétes d’ornithodores : en 1913, avec 
Blaizot et Conseil, le S. duttoni; en 1926, avec Anderson, le 
S. hispanica; en 1927, avec Anderson et Colas-Belcour, le 
S. normandi. Une seule fois avec une souche de S. hispanica 
(souche Sadi de Buen), deux résultats positifs étaient obtenus sur 
deux singes inoculés avec des broyats de poux infectés sur le 
singe. Ces résultats, exceptionnels, pouvaient étre contestés, spé- 
cialement 4 cause de l’absence constante de spirochétes visibles 
chez les poux ; Sadi de Buen, expérimentant sur l’homme avec la 
méme souche, n’avait obtenu que des résultats négatifs. Dans la 
suite, E. Brumpt, reprenant ces expériences également sur 
Vhomme, échouait 4 transmettre le méme virus Sadi de Buen en 
utilisant des centaines de poux. Talice, A son tour, confirmait ces 
échecs également sur l’>homme. 

On peut conclure, comme l’admettait Charles Nicolle lui-méme, 
que la transmission des spirochétes d’ornithodores par le pou 
restait un fait de laboratoire, exceptionnel. 

_Nous nous sommes permis de reprendre pour ce travail le 
litre d’un article que Charles Nicolle écrivait, en 1926, avec 
Ch. Anderson, parce que, entre autres prévisions d’une admirable 
logique, Charles Nicolle y « estimait... que l’existence d’une spi- 
rochétose humaine transmise a la fois par ornithodores et par 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1947, 
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poux établirait un len entre les diverses récurrentes et en éclai- 
rerait.l’origine premiére » (1). 

Nous avons pu mettre en évidence l’existence de telles spiro- 
chétoses. Dans deux notes précédentes, nous avons montré les 
grandes similitudes qui existent entre le S. recurrentis et certaines 
souches de spirochétes de rongeurs et d’ornithodores. Ces simi- 
litudes nous ont poussé 4 reprendre des expériences de transmis- 
sion d’une part du S. recurrentis par ornithodores, d’autre part 
des spirochétes de rongeurs par le pou de l’homme. 

La premiére série d’expériences a été faite avec une souche de 
S. recurrentis conservée au laboratoire par passages sur lapin 
nouveau-né avec les espéces suivantes d’ornithodores : O. erra- 
ticus, O. lahorensis, O. turicata et O. parkeri. 


Les ornithodores étaient mis par lots de 2 4 50, sur des lapins nou- 
veau-nés, au début, au milieu ou a la fin de leur maladie et présen- 
tant au moins 100 spirochétes par champ 4 l’immersion au fond noir, 
c’est-a-dire une infection sanguine plus dense que l’infection humaine 
Ja plus riche. 
expériences ont été faites avec O. erraticus, soit : 
lots de 40 et 30 adultes et nymphes au cinquiéme stade, 
lot de 30 larves, 
lots de 47, 34 et 23 nymphes au quatriéme stade. 


wor by o& 


1 avec O. lahorensis, soit : 

1 lot de 3 adultes. 

3 avec O. turicata, soit : 

1 lot de 2 nymphes au troisiéme stade, 

1 lot de 12 larves et nymphes au premier stade, 
1 lot de 20 nymphes au premier stade. 


' 
1 avec O. parkeri, soit : 
1 lot de 10 nymphes au premier stade. 
Toutes ces expériences ot l’infection des ornithodores a été recher- 
chée, soit par piqdre, soit par broyage, de sept 4 quarante-quatre jours 
aprés le repas infectant, ont été négatives. 


La seconde série d’expériences a été faite sur des lapins 
nouveau-nés avec le pou de Il’homme et les spirochétes suivants : 
S. microti, souches iraniennes sorties de O. erraticus, et S. turi- 
catae et hermsi, souches nord-américaines sorties des O. turicata 
et hermsi (2). 


(1) Ch. Nicorze et Ch. Anperson. C. R. Acad. Séi., 1926, 182, 1450 ; 
Arch. Inst, Pasteur Tunis, 1926, 45, 197. 
(2) Nous remercions vivement le D* R. R. Parker, directeur, et notre 


ami Gordon Davis, senior bacteriologist. du Rocky Mountain Labora- 


tory, & qui nous devons ces ornithodores neufs et infectés. 
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Voici le détail de ces expériences : 


1° Spirochaeta microti. 


A. Souche MO7 (Microti Ornithodores n° 7). — a) Un lapin 
nouveau-né est piqué par 15 ornithodores infectés cing mois 
auparavant avec un spirochéte d’ornithodores de terrier. L’infec- 
tion commence aprés quatre jours d’incubation, Au troisiéme 
jour de l’infection, le lapin présente environ 20 spirochétes par 
champ (immersion au fond noir : 800 diamétres). 52 poux a jeun 
depuis vingt heures se gorgent une seule fois sur ce lapin, puis 
sont entretenus sur l’homme (deux repas.par jour) pendant onze 
jours. Le douziéme jour, les 16 poux qui restent vivants sont 
broyés dans quelques gouttes d’eau citratée : le broyat montre 
au fond noir de nombreuses (2 par champ) formes métacycliques, 
trés courtes (2 a 3 tours de spires) et extrémement mobiles. Le 
broyat est allongé a 4 cm® : 4 lapins nouveau-nés regoivent chacun 
1 cm® sous la peau. Tous 4 s’infectent aprés quatre jours d’incu- 
bation et meurent au troisiéme jour de infection avec pullulation 
intense de spirochétes dans le sang. 

b) Sur 1 de ces 4 lapins, au deuxiéme jour de son infection 
(20 spirochéles par champ), sont gorgés des poux neufs a jeun 
depuis trente-six heures. Ces poux sont ensuite entretenus sur 
Vhomme pendant dix jours. Le onziéme jour, les 11 poux qui 
restent vivants sont broyés dans quelques gouttes d’eau citratée : 
le broyat montre au fond nofr de trés nombreuses formes méta- 
cycliques (20 par champ). Deux lapins nouveau-nés inoculés avec 
ce broyat s’infectent l’un aprés trois jours, l’autre aprés quatre 
jours d’incubation ; tous deux meurent au troisiéme jour de leur 
infection avec pullulation de spirochétes dans le sang. 

c) Sur 1 de ces 2 lapins, au deuxiéme jour de son infection 
(50 spirochéltes par champ) est gorgé un lot de poux neufs. Ces 
poux sont ensuite entretenus sur homme pendant dix jours, puis 
broyés. Le broyat montre de trés nombreuses (20 par champ) 
formes métacycliques. 

d) Deux lapins nouveau-nés sont inoculés avec un virus de 
deuxiéme passage a partir de l’ornithodore ; au deuxiéme jour 
de leur infection, alors que ces lapins présentent de 100 A 200 spi- 
rochétes par champ, ils sont piqués par un lot de poux neufs. 
Ces poux sont ensuite entretenus sur |’homme. Au onziéme jour, 
8 d’entre eux sont prélevés et broyés dans quelques gouttes d’eau 
citratée : le broyat montre d’assez rares (1 pour 10 champs) 
formes métacycliques. Au seiziéme jour, 9 poux seulement restent 
vivants ; ces poux sont broyés : le broyat montre de nombreuses 
formes courtes, moyennes et quelques formes longues du méme 
type que celles du sang de vertébrés. Ce broyat est inoculé a 


ie - 
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2 lapins nouveau-nés qui s’infectent aprés quatre jours d’incuba- 
tion et meurent au troisiéme jour de leur infection. 

e) Un lapin nouveau-né est piqué par 19 ornithodores infectés 
cing mois auparavant avec un spirochéte d’ornithodores de ter- 
rier. L’infection commence aprés quatre jours d’incubation. Au 
deuxiéme jour de J’infection le lapin présente environ 2 spiro- 
chétes par champ. Un. lot de poux neufs, a jeun depuis trente-six 
heures, se gorge sur ce lapin, puis est reporté sur homme. Au 
onziéme jour, ‘les 6 poux qui restent vivants sont broyés dans 
quelques goultes d’eau citratée. Le broyat, qui montre de nom- 
breuses (2 par champ) formes métacycliques, est inoculé a 
2 lapins nouveau-nés qui s’infectent aprés trois et quatre jours 
d’incubation et meurent au deuxiéme jour de leur infection. 

B. Souche MO 52 (Microti Ornithodores n° 52). — a) Deux rats 
nouveau-nés inoculés avec un virus d’ornithodores de_ terrier 
(deuxiéme passage par verlébré) et présentant de 1 a 2 spirochetes 
par champ sont piqués par un Jot de poux neufs. Ces poux sont 
ensuite entretenus sur Vhomme. Au neuviéme jour, les 9 poux 
qui restent vivants sont broyés dans quelques gouttes d’eau 
citratée. Le broyat ne contient pas de spirochetes visibles mais, 
se montre virulent pour le lapin nouveau-né (incubation : quatre 
jours ; mort au septiéme jour). 

b) Un des 2 rats nouveau-nés de l’expérience ci-dessus montre 
au troisieme jour de son infection 10 spirochétes par champ 
environ. I] est piqué par un lot de poux neufs, qui est ensuite 
entretenu sur |’homme. Au dixiéme jour, les 9 poux qui restent 
vivants sont broyés : le broyat. montre de nombreuses (1 par 
champ) formes métacycliques. Un lapin nouveau-né, inoculé avec 
ce broyat, s’infecte aprés quatre jours d’incubation et meurt aprés 
trois jours. 

c) Sur ce lapin, au deuxiéme jour de son infection (20 par 
champ) est gorgé un lot de poux neufs, qui est ensuite entretenu 
sur homme. Au cinquiéme jour, les 14 poux vivants sont broyés : 
le broyat montre d’assez rares (1 pour 5 champs) formes méta- 
cycliques. Un lapin nouveau-né, inoculé avec ce broyat, s’infecte 
aprés cing jours d’incubation et meurt aprés trois jours. 


2° Spirochaeta turicatae. 


a) Un lapin nouveau-né est inoculé avee un virus d’Ornitho- 
dorus turicata (G. Davis, New- Mexico) [deuxiéme passage par 
vertébré] et présente au troisiéme jour de son infection 5 spiro- 
chétes par champ. Un lot de poux neufs est gorgé sur ce lapin 
puis entretenu sur l'homme. Au neuviéme jour, les 8 poux vivants 
sont broyés dans quelques gouttes d’eau citratée. Le broyat, qui 
montre de rares formes métacycliques, est inoculé a 2 rats blancs 
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adultes qui présentent des spirochetes aprés cing jours d’incu- 
bation .ct font une infection du méme type que par inoculation 
de sang. 

b) Un lot de poux neufs pique le lapin nouveau-né de l’expé- 
rience ci-dessus au quatri¢éme jour de son infection (10 spiro- 
chétes par champ). Ces poux, entretenus sur Vhomme, sont 
broyés au neuviéme jour. Le broyat, qui montre de rares formes 
métacycliques, est inoculé a 2 rats blancs adultes qui s’infectent 
aprés sept jours d’incubation et font une infection typique. 


3° Sptrochaeta hermsi. 


Un lapin nouveau-né est inoculé avee un virus d’Ornithodorus 
hermsi (G. Davis, lot 19271, California) [deuxieme passage par 
vertébré] et présente au deuxiéme jour de son infection 20 spiro- 
chétes par champ. Un lot de poux neufs est gorgé sur ce lapin, 
puis entretenu sur homme. Au dixiéme jour, les 15 poux vivants 
sont broyés : le broyat, qui montre d’assez rares formes méta- 
cycliques (1 pour 10 champs) est inoculé a 2 lapins nouveau-nés, 
qui s’infectent aprés deux jours d’incubation et meurent aprés 
quarante-huit heures. 


* 
* OK 


-Pendant toute la durée de ces expériences, les contrdles sui- 
vants ont été effectués. 

Les poux « neufs » ont été prélevés sur un unique « fournis- 
seur » engagé et surveillé depuis quinze jours avant le début des 
expériences ; les poux ont été « entretenus » sur nous-mémes ou 
sur un « nourrisseur » engagé dans les mémes conditions que 
le « fournisseur ». 

Tous les deux jours d’abord, puis tous les huit jours, une 
partie des lots de poux prélevés chaque jour sur le fournisseur 
était broyée, examinée au fond noir puis inoculée a des Japins 
nouveau-nés témoins. 

Des lots de poux « neufs » prélevés sur le fournisseur ont été 
nourris sur le nourrisseur en méme temps que les lots infectés, 
puis broyés et inoculés 4 des lapins nouveau-nés. 

Le nourrisseur hébergeant de son cé6té sa propre population de 
poux, des lots de 50 poux ont été prélevés sur lui a deux reprises, 
broyés et inoculés a des lapins nouveau-nés. 

Enfin les spirochétes sortis des poux ont été identifiés, d’une 
part par passage sur animaux sensibles, spécialement le rat blanc 
adulte ; d’autre part par immunité croisée avec la souche homo- 
logue, c’est-a-dire par inoculation des spirochétes sortis du pou 
a des animaux ayant fait une infection avec la méme souche avant 
son passage par le pou. 


dd 
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Ces contréles stricts, en éliminant d’une part toute introduction 
d’un spirochéte étranger, nous ont montré d’autre part que les 
différentes souches utilisées conservaient, méme aprés deux pas- 
sages consécutifs par le pou, exactement les mémes caractéres 
qu’au sortir de lormithodore. Dans les conditions de nos expé- 
riences : c’est-a-dire avec retour constant au rongeur au sortir 
du pou, sans intervention du facteur humain, aucune modifica- 
tion, ni mutation de ces souches vers le type recurrentis n’a été 
observée. 

Certains spirochétes d’ornithodores, qui ont comme caractére 
commun de ne pas étre infectants (au moins de facon visible) pour 
le cobaye adulte, peuvent done se multiplier chez le pou 
avec une facilité étonnante; fait qui parait particuliérement 
surprenant pour les spirochétes nord-américains : S. turicatae et 
hermsi qui présentent chez leurs ornithodores vecteurs une spéci- - 


_ ficité absolument rigoureuse. 


Cette possibilité de multiplication chez le pou rapproche encore 
Pun de l’autre le Spirochaeta recurrentis humain et ces spiro- 
chétes de rongeurs, dont nous avons déja mis en évidence d’autres 
points de ressemblance. 


BACTERIOPHAGES ET ANTISEPTIQUES 
[ANALYSE (DU PHENOMENE DE L’ANNEAU 
DE CULTURE 


par Pierre NICOLLE et Mitonap MIMICA (°*). 


L’un de nous a signalé récemment (1) le phénoméne suivant : 
sur une boite de gélose au centre de laquelle on a préalablement 
déposé une goutte de formol dilué (a 1 p. 10, 1 p. 15 ou 1 p. 20) et 
qu’on a ensuite ensemencée avec une suspension de staphylocoque 
Twort, additionnée de bactériophage Twort, apparait aprés vingt- 
quatre heures d’étuve et surtout aprés quarante-huit heures, un 
anneau paradoxal de culture aux confins de la zone centrale d’inhi- 
bition formolique et de la zone périphérique de. lyse provoquée 
par le bactériophage. Ce développement bactérien, en dépit de la 
présence a cet endroit de fortes quantités de l’agent lysogéne, pou- 
vail trouver une explication, a notre avis, dans |]’inactivation du 
bactériophage par une concentration de formol insuffisante pour 
arréter totalement la multiplication des germes. I faudrait donc 
admettre, en contradiction avec les données classiques (2), et en 
accord avec certains travaux récents (8), que le Bactériophage est, 
dans ce cas, plus sensible aux antiseptiques qe sa bactérie homo- 
logue. 

Dans le but de vérifier le bien-fondé de ie explication, nous 
avons entrepris de pousser plus loin |’analyse du phénoméne. 


1. EXTENSION DU PHENOMENE DE L’ANNEAU A D'AUTRES ESPECES 
BACTERIENNES ET A D'AUTRES BACTERIOPHAGES. — Le phénoméne de 
lanneau n’est pas lapanage exclusif du bactériophage staphylo- 
coccique Twort. Sans pouvoir affirmer qu’il est général, il parait 
susceptible de s’étendre au moins aux bactériophages dont Vaction 
lytique n’est pas suivie de cultures secondaires trop abondantes. 

Ainsi, on l’obtient facilement avec Bacillus subtilis et son bacté- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1947. 
(1) P. Nicotie. Soc. Frangaise de Microbiologie, séance du 6 février 
1947. 


(2) F. d’Hérerte. Le Bactériophage et son comporterne nt. Masson, 
édit. Paris. 


(3) S. J. Kuicer, E. Oxeiix et OzazKEs. Am. J. publ. Health, 1943, 
33, 682-684. 
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riophage, lesquels, sur la gélose peptonée “que nous employons, 
ne donnent de cultures secondaires qu’aprés vingt-quatre heures 
d’étuve sous forme de colonies suffisamment distantes les unes des 
autres pour que l’anneau, constitué d’une culture continue a |’exté- 
rieur et de colonies confluentes 4 l’intérieur, soit encore bien net 
(tableau I). 


Tasieau I, — @. subtilis (souche B’) et bactériophage du subtilis. 


DILUTIONS 


SANS BACTERIOPHAGE AVEC BACT&£RIOPHAGE 


du formol (ensemencement ; f 

commercial de chaque boite de gélose ° (I goutte d'une suspension 

a 30 p. 100 avec I goulte contenant 

(I goutte d'une suspension contenant environ 500 a 800 millions de germes 
sur chaque 900 4 800 millions de germes cen Peta a acracranie 
boite) par centimétre cube) goutte de bactériophage pur). 

Pur. . . .|Zone dénudée centrale de 5,5 cm.|Absence totale de culture sur la 
de diamétre. boite. 

1p.2. . ,|Zone dénudée centrale de 3,5 cm.|Absence totale de culture sur la 
de diamétre. boite. 

1p.5. . .|Zone dénudée centrale de 3,2cm./Anneau de colonies espacées 
de diamétre. (diamétre de l’anneau, 2,1 

cm.; épaisseur, 0,2 cm). 

4p.10. . ./Zone dénudée centrale de 2 cm./Pas d’anneau. Plaque centrale 

de diamétre. > formée de colonies plus ou 
moins confluentes, 

1p.15. . .|/Zone dénudée centrale de 2cm.|Pas d’anneau. Plaque cen- 
de diamétre. trale. 

1 p.20. . .|Zone partiellement dénudée (pe-|Pas d’anneau. Plaque cen- 
tites colonies). trale. 


Il apparait clairement d’aprés cette expérience, que : 1° l’anneau 
se forme nettement avec B. subtilis et son bactériophage (fig. 1 
et 2), 2° La dilution de formol a 1 p. 5 est la plus favorable. B, sub- 
tilis et son bactériophage sont donc ]’un et |’autre moins sensibles 
a cet antiseptique que le staphylocoque Twort et le bactériophage 
du méme nom, pour lesquels, rappelons-le, la dilution optimum 
est de 1 p. 15. 3° Pour les dilutions plus étendues de formol (1 p. 10, 
1 p. 15), un autre phénoméne, non moins curieux, se substitue au 
premier : c’est une plaque de culture, constituée par des colonies 
plus ou moins confluentes, qui occupe le centre méme de la 
boite, lequel, chez les témoins ensemencés avec B. subtilis seul, 
reste complétement dénudé (fig. 3 et 4). Tout se passe, a cet 
endroit, comme si la présence du bactériophage, loin de provoquer 
la lyse de B. subtilis, protégeait ce dernier contre l’action du 


formol. 


Il. “EXTENSION DU PHENOMENE A D'AUTRES ANTISEPTIQUES. — Nous 
avons déja signalé dans notre note antérieure que l’anneau pouvait 
s’observer en utilisant, au lieu du formol, le sublimé ou [acide 


1074 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


phénique. Nous l’avons obtenu également avec la gonacrine 
(tableau II et fig..5), en nous basant sur les travaux de itzgerald 
et Babbitt (4) sur l’inactivation des bactériophages par les acridines. 

D’apres cette expérience et beaucoup d autres similaires, on 
voit que le phénoméne de l’anneau peut étre reproduit avec les 


substances bactéricides les plus diverses. Cependant, on remar- 
quera que son aspect et ses modalités sont sensiblement diffé- 
rents selon |’antiseptique employé. Bien que, dans |’état actuel de 
nos recherches, aucune conclusion ne puisse étre formulée sur ce 
point, il est assez vraisemblable que les différents antiseptiques 
nagissent pas de la méme facon vis-a-vis du bactériophage, d’une 
part, et des bactéries d’autre part. La largeur de la marge qui 
s'établit entre Vinactivation du bactériophage et l’action germicide, 
marge de laquelle dépend évidemment la formation de l’anneau, 


(4) Firzcerarp et Bassir, J. Immunol., 1946, 72, 121 ; Firzceraup et 
Lee, ibid., 1946, 72, 127. 
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varie beaucoup d’un antiseptique a l'autre, comme elle doit égale- 
ment, d’aprés ce que nous savons des relations qui existent entre 
les dimensions des bactériophages et leurs sensibilités respectives 
aux agents physiques ou chimiques, varier d’un bactériophage a 


l’autre. 


Tasueau Il. — Action de la gonacrine. 
DILUTIONS ACTION DES DILUTIONS ACTION DES DILUTIONS 
de de gonacrine de gonacrine : 
gonacrine sur les boites ensemencées pur ses, sea birsieaks ah 
(I goutte) avec Staphylococcus albus (Twort) Lege Nai eee Lag ee 
8 : ) : et baclériophage Twort 
1p.40. . .|Zone dénudée centrale de 8 cm.|Toute la surface de la boite 
de diamétre. reste stérile. 
1p.20. . .|Zone dénudée centrale de 7 cm.|Surface stérile & l'exception de 
de diamétre. quelques colonies a la péri- 
phérie. 
1p.50. . .|Zone dénudée centrale, irrégu-|Anneau irréguligrement circu- 
e| lierement arrondie, de 8 cm.| laire de grosses cclonies espa- 
de diamétre. cées plus ou moins atteintes 
par la lyse (diamétre de l’an- 
neau, 6,5 cm.). 
1p.100 . .|Zone dénudée centrale de 5 cm.|/Anneau incomplet et irrégulié- 
de diamétre. rement arrondi. 2 ; 
4 p.150 . .|Zone dénudée centrale de 4 cm./Anneau incomplet et irrégulié- 
de diamétre. rement arrondi. 
1p. 200 . .|Zone dénudée centrale de 3,2 cm.|Méme disposition. 
de diamétre. 
a@hhulo Tw. 
& yey 
} b-.. C 
Se senpe os cae 
. i) 
Qe na Gene 41:80 
a» 
IIL. Erupr DES CONDITIONS DE FORMATION DE L’ANNEAU. — Jusqu’a 


présent, nous n’avons envisagé que la formation empirique de 
Vanneau. Essayons maintenant de déterminer les conditions de 
son obtention et les circonstances dans lesquelles i] se présente 
avec le plus de netteté. 
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Il était évident, dés nos premiéres observations, qu’un certain 
rapport dans les proportions respectives des bactéries et des cor- 
puscules bactériophages était nécessaire. Nous avons fait varier 
4 tour de réle les unes et les autres. 

a) Influence des variations du nombre de germes. — Technique : 
Les boites de gélose peptonée a 3 g. p. 100 sont ensemencées en 
étalant sur toute la surface IV gouttes d’une des suspensions de 
staphylocoque Twort préparées (voir le tableau III). Puis, sur 
une moitié seulement de la surface, on étale II gouttes d’un filtrat 
de Bactériophage Twort de titre : 1,6 x 10°. Aprés disparition com- 
pléte de toute trace de liquide, on dépose, au centre de la boite, 
c’est-a-dire sur la ligne qui sépare la moitié quia regu le staphylo- 
coque et le bactériophage de celle qui n’a regu que Ja culture, une 
goulte de formol dilué a1 p. 15. Dés que la goutte d’antiseptique est 
absorbée par la gélose (environ vingt minutes), la boite est portée 
a l’étuve, Aprés vingt-quatre heures, ou mieux, aprés quarante- 
huit heures, on constate, dans la portion de la boite ensemencée 
avec le slaphylocoque seul, une culture en couche continue. Dans 
la moitié ensemencée avec le staphylocoque additionné de bactério- 
phage, aucune culture n’est visible en raison de la lyse bactério- 
phagique. Enfin, au centre, on observe un disque dénudé qui n’est 
autre que la zone d’inhibition due au formol. En territoire staphy- 
lococcique, cet espace dénudé est séparé de la culture continue 
par un demi cercle de colonies d’autant plus petites et distantes 
les unes des autres qu’elles se rapprochent de la zone d’inhibition 
formolique. En territoire bactériophagique, ce demi-cercle se 
prolonge en un autre demi-cercle, d’autant plus visible qu’il se 
dessine sur la gélose absolument nue en dedans et en dehors de 
lui. A eux deux, ces demi-cercles forment un anneau complet. 
Mais la plupart du temps, le demi-cercle du territoire bactério- 
phagique, comme on le voit dans le tableau III, n’a pas exactement 
le méme aspect que le demi-cercle du territoire staphylococcique 
(fig. 6 a 18). 

Dans les cas les plus typiques (fig. 6), ce demi-cercle est cons- 
titué de trois bandes distinctes : une bande externe de culture con- 
tinue trouée de place en place par des plages ou des portions 
de plages, une bande médiane de culture continue sensiblement 
plus abondante que celle de la zone sans bactériophage, enfin 
une bande interne de colonies dont le nombre et la taille vont en 
décroissant a mesure qu’elles se situent plus prés de la zone 
dénudée centrale. Si donc ]’are de cercle du territoire bactério- 
phagique fait bien suite topographiquement a l’are de cercle du 
territoire staphylococcique, il n’est nullement identique a celui-ci. 

Le tableau III nous montre que le nombre de germes servant a 
l"ensemencement n’a pas, entre des limites trés larges, une impor- 
tance bien grande pour la constitution de l’anneau. Cependant les 
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Tasceau III. — Influence du nombre de germes sur 
la formation de l’anneau (staphylocoque et bactériophage Twort). 


NOMBRE DE GERMES DIMENSIONS DE L’ANNEAU 
dans la suspension en centimetres , 
(IV gouttes par boite) ASPECT DE L ANNEAC 
en milliards Hitate 
par centimétre cube rarione Largeur 
UG ts) Ae Ae ee rae 2,4 0,4 3 bandes bien distinctes. 
(Lea srateta fog otto aah met 2,4 0,35 3 bandes distinctes. 
Gist Ont ae ode ana Sear 2h sp 0,3 3 bandes distinctes. 
Dr Memetts « Me, eee tec 2,3 0,3 3 bandes distinctes. 
walle sro bebe Or eA ae) 0,3 3 bandes. 
AOR stae Penabsusel cis, a ae 0,25 2bandes (disparition de la 
bande médiane). 
4........ ..| Anneau incomplet. |Colonies séparées. 
0,75. ..... =... .| Anneau incomplet. |Colonies séparées. 
0,6.........{ Anneau incomplet. |Colonies séparées. 
ORS errtes ete als Pas d’anneau. 
OisdAa ahs hodtd voll aie oe Pas d’anneau. 
he, hes ce tected a St aaa ae Pas d’anneau. 
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ensemencements. massifs. fournissent un -anneaw beaucoup plus 
marqué (fig. 6). ; 

b) Influence de la richesse en phage sur la formation de 
l'anneau. — Dans ce tableau (tableau IV), l’ensemencement a élé 
fait dans tous les cas avec IV goultes d’une suspension de staphy- 
locoque Twort contenant environ 800 millions de germes par centi- 
métre cube. Chaque boite recevait, sur la moitié réservée a cet effet, 
II gouttes d’une solution différente de bactériophage, de 8 x 10° a 
3 Pel Or 

Cette expérience montre que si le bactériophage est trop riche, 
lanneau ne se forme pas (fig. 10). S’il est trop pauvre, le fond 
de la culture n’étant pas lysé complétement, le demi-anneau 
qui se forme est la reproduction exacte du demi-anneauxqui se 
voit en territoire staphylococcique (fig. 13). Entre ces deux extré- 
mes, l’are de cercle est d’autant plus net que le bactériophage est 
plus dilué (fig. 11, 12). 


Tasieau IV. — Influence de la richesse en phage sur la formation de 
lanneau (staphylocoque Twort: IV gouttes d’une suspension de 
800 millions de germes au centimétre cube. Formol a 14 p. 45. 

‘Dilutions de bactériophage Twort de puissance de 10 en puis- 
sance de 10). 


TITRE 
de la dilution 
ices EPAISSEUR DE L’ANNEAU ASPECT DE L’ANNEAU 
(II gouttes 
par boite) 

3 >< 10°. . .|Pas d’anneau. A peine quelques colonies trés iso- 
lées formant une vague amorce 
de l’anneau. 

3X 40°. . ./Anneau trés mince. A peu prés complet, formé de 
colonies confluentes. 

3X 107. . .|Anneau un peu plus large.|Complet, formé de colonies con- 
fluentes. 

3x 4108. . ./Anneaude1mm. delargeur.|2 bandes. 

3x 405. .-.j;Anneau de 1,5 & 2 mm. de/3 bandes. 

largeur. 

3104. . .|Cette dilution n’a pas donné 
de lyse totale de la cul- 
ture. 

310° . . .)Cette dilution n’a pas donné 
de lyse totale de la cul- 
ture. 


SASSY 


c) Influence de la dilution de formol sur la dimension et aspect 
de l’anneau. — Nous avons déja montré, dans la note précédente, 
les variations de dimension et d’épaisseur de l’anneau suivant la 
dilution de formol. Le diamétre de l’anneau est d’autant plus 
grand et son épaisseur d’autant plus réduite que la concentration 
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de formol est plus forte. Mais les dimensions de l’anneau dépen- 
dent aussi du germe et du bactériophage considérés. Avec le sta- 
phylocoque et son bactériophage, les anneaux sont plus grands 
que ceux que l’on obtient, aux mémes dilutions de formol, avec 
B, subtilis et son bactériophage. 


40 ~ ~ Seay a 44 


d) Influence du temps de contact préalable des bactéries avec le 
Bactériophage sur boites de gélose. — Si, aprés avoir ensemencé 
des boites de gélose avec le mélange staphylocoque + bacté- 
riophage, nous laissons ces boites a |’étuve pendant des temps 
variables, qu’observons-nous (tableau V) ? 

L’anneau cesse de se former lorsque le contact entre les 
bactéries et le bactériophage s’est prolongé pendant un certain 
temps. Si le bactériophage a été dilué a.1 p. 100, c’est aprés un 
délai plus grand que l’anneau ne se manifestera plus. Il est proba- 
blement nécessaire, pour que le phénoméne se produise, qu’au 
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moment ow l’action du formol commence, une certaine proportion 
de bactéries soit encore indemne de contamination phagique. Toute 


Tapteau V. — Influence du temps de:contact préalable entre les 
bactéries (staphylocoque Twort) et le bactériophage (Twort) [sur 
boites de gélose placées 4 37° C.}. 


= HOS é . 

5 2 oss BACTERIOPHAGE PUR BACTERIOPHAGE DILUE A 1 p. 100 
3 8S 5.&— (II gouttes 1,6 X 108) (1,6 x 10°) 
SeeEas 
miSous 
anaes = | Diamétre | Largeur Diamétre| Largeur 
&Sesgecd a de de de ; 
B-SpSe 4 : L Aspect ‘ : Aspect 
Beas 55 | lanneau l'anneau l’anneau Yanneau 

=e el 

3°38 agg) encm. en cm. en cm. en cm. 
Oa eee leit 0,4 3 bandes. ee) 0,3 3 bandes. 
30 minutes. 1,6 0,3 3 bandes. 2 0,3 3 bandes. 
4 heure. . 4,9 0,05 14 rangée incomplete} 4,9 0,2 2 bandes, 
4h. 30a 2 Amorce de l’anneau. 2 0,15 | 1 rangée. 
Ph Nave NaN Go Pas d’anneau. 2,3 |2rangéesincompletes. 
3 heures . Pas d’anneau. Zt) 4 rangée incomplete. 
Beek Se Ae Pas danneau. Pas d’anneau. 


bactérie contaminée, ou bien subira la lyse, le formol étant impuis- 
sant 4 empécher le déroulement du processus lytique, ou bien, 
comme l’admettent Cohen et Anderson (5), dés qu’elle aura fixé un 
corpuscule bactériophage, elle cessera de se multiplier. Dans ces 
conditions, malgré la présence de formol, aucune colonie ne se ~ 
développera et l’anneau ne se formera pas. 

e) Influence du temps de contact préalable entre bactéries et 
bactériophage en milieu liquide. — Du bactériopliage Twort pur 
(1,6 x 10%) est mis en contact avec un égal volume de suspension 
de staphylocoque Twort. Une portion du mélange est placée 
a 22° C, une autre a 37° C. A des intervalles de temps variés, on 
préléve un échantillon de lun et de l’autre mélange et on I’étale 
sur une boite de gélose au centre de laquelle on dépose ensuite 
une goutte de formol a1 p. 20. Dans la série laissée a 22°, l’anneau 
se forme aprés quinze minutes, une heure, une heure quarante- 
cing, deux heures quinze. Pour ces deux derniers temps, il est 
trés discret. Aprés trois heures, il ne se forme plus. Dans la série 
placée a 37°, l’anneau se forme encore aprés quinze minutes de 
contact, mais au dela de ce temps, il ne se forme plus. 


RésuME ET ConcLusions. — Le phénoméne de l’anneau paradoxal 
de culture, primitivement décrit A propos de l’action du formol 
sur le staphylocoque Twort et son bactériophage, se produit éga- 


(5) 5. S. Conen et T. F. Anperson. J. exp. Med., 1946, 84, 511. 
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lement avec d’autres bactéries et d’autres bactériophages. ‘Le cas 
de B. subtilis et de son bactériophage est étudié. D’autres antisep- 
tiques peuvent également remplacer le formol, notamment la 
gonacrine. Les conditions de formation de l’anneau sont précisées : 
importance du nombre de germes, du titre du bactériophage, du 
temps de contact des bactéries et du bactériophage. 

Au total, ’anneau, lorsqu’il se forme, traduit un certain état 
d’équilibre entre les bactéries et le bactériophage en présence. 
Par la, il permet d’étre renseigné sur cet état d’équilibre. Il se 
pourrait qu'il puisse constituer, lorsque son étude sera plus 
avancée, un moyen d’investigation intéressant. Nous reviendrons 
prochainement sur le mécanisme de sa formation 


ESSAI D’'ANALYSE DES BESOINS EN TRYPTOPHANNE 
' DE MUTANTS D’ESCHERICHIA COLI 
RESISTANTS AU BACTERIOPHAGE 


\ 
par Evry WOLLMAN Jr. (*). 


Parmi les mutants d’Escherichia coli résistants au bactério- 
phage, nombreux sont ceux qui, contrairement a la souche ori- 
gine, sont incapables de se développer dans un milieu synthétique 
simple. Le facteur de croissance nécessaire a ces souches est 
dans certains cas le tryplophanne [41, 2], dans d’autres la pro- 
line [2], dans d’autres enfin ces deux acides aminés [4]. 

Les voies de la biosynthése de la proline par les micro- 
organismes sont encore mal connues. Par contre celles qui 
conduisent au tryptophanne ont, dans un certain nombre de cas, 
été en partie élueidées. Fildes [3] a montré que pour Eberthella 
typhosa, Corynebacterium diphtheriae, Staphylococcus, le tryp- 
*tophanne pouvait étre remplacé par Vindol. Les bacilles lac- 
tiques [4] utilisent soit l’indol, soit l’acide anthranilique a la place 
du tryptophanne. Enfin, Tatum et Bonner [5] ont établ, chez des 
mutants expérimentaux de Neurospora, que ]’acide anthranilique 
est un précurseur de Vindol et que le tryptophanne prend nais- 
sance par combinaison de l’indol avec la sérine. 

A la lumiére de ces résultats, nous avons recherché le compor- 
tement d’un certain nombre de mutants d’E. coli souche Bordet, 
résistants au bactériophage et incapables de synthétiser le trypto- 
phanne a partir des produits de dégradation du glucose et de 
Yazote ammoniacal, dans un milieu synthétique simple (M. S.). 

La description des techniques et des milieux utilisés a été faite 
dans un travail antérieur [2]. Le tableau I indique les conditions 
de Visolement des mutants « déficients » et leur « spectre de 
résistance » a 11 bactériophages. 


BrsoINS EN TRYPTOPHANNE. — I] faut fournir aux souches T— 
des quantités relativement élevées de tryptophanne (de 10 a 20 y 
par centimétre cube) pour obtenir une croissance importante. Si 
lindo] est substitué au tryptophanne, un développement se pro- 
duit aprés trois a quatre jours, c’est-a-dire plus tardivement 
quen tryptophanne. L’addition de sérine a l’indol permet un 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1947. 


Nous remercions M. Delbrtick & qui nous devons les bactériophages 
du systéme T. 
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Tasteau 1. — Spectres de résistance de mutants déficients. (4) 


BACTERIOPHAGES 


SOUCHES ORIGINE Nos phages Pagan ESR DS! _ 
BAB Tee, AUS Le 2 ONES eds |S Gainey 
Mutants proline — : 

Pr Wc BPR eBr Ane (04) 6 Pee 0 10: Te Se 
Rimes see ome ne B/+ Br. lea Be los Lena ay |p tak daa 
Mutants tryptophanne — : 

Ty ees B/oB pica Patealactecctelggia Wisin ort | gst |earallectanliants 
Peete = Bee ip Oe ls sla RU i ll irc 

@ | 
Eee. B/o Br. OO eter rey | Onion er ote 
B/eB + oBr. 
i eae | B/pBr. Fat Ae eset s ated (ote eet ak fits boot 
Te eae Bio Gel bronco (5) 0 |e] + | 0 | 01 0 
ES pe Bier. ag gel gs ie) 8 es Sa os ay em a (a et 
i Bye, Solas Mite | Ol stares | |G. Laontese 
Pept ce ae /¢r. we Gee ae 1 Oo Oe | Of OL ee 
Mutants proline — tryptophane — : 
P-T-. -| B/@B + 9Br. 0 | OE sul baa ee abe So 


SSS SS, 


développement plus rapide. La sérine seule, Vacide anthranilique 


sont sans action (tableau II). 


Tasieau II. 


— Développement de la souche T;-. 


(Ensemencement 


avec I goutte d’une dilution 10—? ee culture en tryptophanne 


M .10-%). 


Hydrolysat de caséine 10 — 4 


L. tryptophanne M.10—4...... 
3 SIM Oi ieh vette 2 rare 
MO ees ince ods tek 

SIM OO ern bre veg 2 


Indol M.10—4+ sérine M.10- +4... 
Indol M.10-4 


ae climate sede ge esa OP aie! 6) 08 a9 Va) 


Se Rime yal Ole A gach coogi ess Silkebselee 
Ac. anthranilique5 M.10—-*..... 
MES LODQOIN «17s te tes Fabisipedes etd vas 


NOMBRE DE JOURS 


coos He o 


2 3 
0 0 
++ | ++ 
+ + 
ES ts 
# ie 
+ ++ 
as + 
0 0 
0 0 
0 0 


SRS a 
coo, hit) 


GQ) +, 


sensibilité au bactériophage ; 9, 


résistance au bactériophage. 
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Mais si une souche qui s’est développée en présence d’indol subit 
deux ou trois passages en M. S. + indol, elle se développera en 
vingt-quatre heures et non plus en trois jours. 

Des expériences sur milieu synthétique gélosé ont eu pour but 
d’analyser la nature de cet « entrainement » des souches T— 
a se passer de tryptophanne. 


La mutation T+I—. Des dilutions convenables d’une culture 


Fic. 14. — Etalement d’une culture en M.S. + tryptophanne d'une souche T— 
(souche T;—) sur G.S.+indol. On voit une grosse colonie + du mutant 
Ts + I1— entourée de petites colonies —. 


de vingt-quatre heures en milieu synthétique (M. S.) additionné 
de tryptophanne M.10—* sont étalées sur des boites de Petri 
contenant du bouillon gélosé a 2 p. 100 (G. O.), du milieu synthé- 
lique gélosé (G. S.) additionné soit de tryptophanne (M.10—‘*), 
soil d’indol (2 M.10—‘), soit de sérine (2 M.10—4), soit a la fois 
d’indol et de sérine. 

Les résultats sont les suivants : 

On obtient aprés quarante-huit heures le méme nombre de 
colonies sur G. O. et sur G. S. + tryptophanne: Sur les boites 
de G.S.+indol ou de G.S. + indol + sérine, apparait un 
nombre sensiblement égal de colonies visibles a l’ceil nu, mais 
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ce nombre est de dix a cent fois inférieur au nombre de colonies 
apparues sur G. 5S. + tryptophanne. Au microscope, ces grosses 
colonies + sont entourées de petites colonies — (fig. 1). Aucune 
colonie ne s’est développée sur milieu G. S. ou sur G. S. + sérine. 
Etalées sur G, S. + indol, les grosses colonies + ne donneront 
que des colonies + ; ensemencées en M. S. + indol, elles don- 
neront lieu a une culture en vingt-quatre heures. Elles représentent 
vraisemblablement un mutant T+I— de la souche T—I-— ori- 
gine. L’ « entrainement » que l’on constate en M. S.+indol 
correspond a la sélection de ce mutant, capable d’utiliser l’indol 
a la place du tryptophanne. , 
L’addition de sérine favorise sensiblement la croissance d’une 
souche T+I— en M.S. + indol. Le tableau III résume les résul- 


Tasixav III. — Développement en indol 
et en indol+ sérine de deux souches T+I-. 


D.QO. (4) MOYENNE DE 3 TUBES 
Aprés 16 heures | Aprés 24 heures 


Souche T; + I — 


TIndol M.10—4 PMNs) S284 0 Oe CLP “e) « (wigne: a0). %@ = 6. my, 50 205 
hoe arty a + sérineM.10-4 ..... 80 215 
ouche T, +I — j 
‘Indol M. 10 —4 OR 16 8) Oe) a 8, Oe 628. 0. Un wo 1m 55 495 
Indol M.10M—é-+ sérine M.40-4 .... 90 200 


(1) D.O., densité optique (en lumiére bleue) a l'électro-photométre de Meunier. 


tats d’une expérience en tubes agités avec deux souches Tt+I-. 
Ces résultats sont en accord. avec les conclusions de Bonner et 
Tatum quant au rdle de la sérine dans la synthése du trypto- 
phanne par Neurospora. (Des expériences de croissance suivant la 
méthode habituelle sont difficiles aA réaliser avec ces souches qui 
présentent une phase latente de plusieurs heures et un taux de 
croissance trés faible.) 


La mutation. T+I+. — Si une souche T— cultivée en 
M.S. + tryptophanne est ensemencée abondamment en M. S. sans 
tryptophanne ou en M. S. contenant des concentrations décrois- 
santes de cet acide aminé, on peut la voir se développer dans ces 
milieux et l’entretenir ensuite en M.S. sans tryptophanne. 

Des étalements sur milieu synthétique gélosé (G. 5.) semblent 
confirmer que l’on se trouve en présence d’un mutant T+I+ 
capable de faire la synthese du tryptophanne a partir des consti- 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 73, n° 14, 1947. Tl 
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tuants du milieu synthétique. Des cultures d’une souche T— en 
M.S. + tryptophanne M.10—* sont centrifugées et lavées puis 
étalées sur milieu G. S., sur milieu G. S. + acide anthranilique 
(5 M.10—*) et a des dilutions convenables sur G.S. + trypto- 
phanne et sur G. O. Certaines de ces cultures donneront lieu a 
apparition tardive (quatre a cinq jours) de quelques colonies + 


Fic. 2. — Etalement sur milieu G.S. d’une souche T;— « entrainée » & se 


. développer en M.S. Il existe une proportion assez élevée de mutants T,; + 1+ 
dont on voit 3 colonies entourées de colonies—. 


dans la proportion de 1 colonie pour 10° 4 10® bactéries ense- 
mencées. 

Les résultats sur G.S.+ acide anthranilique sont analogues 
aux résultats sur G. S, 

L’étalement des souches T+I— ne fournit pas une proportion 
plus élevée de colonies + sur G. S. 

Par contre, si l’on étale une culture qui a été « entrainée » a se 
développer en milieu synthétique, le nombre de colonies + qui 
apparaissent sur milieu G. S. est beaucoup plus élevé (fig. 2). 

Mais ces souches T+I— sont extrémement fragiles et n’ont pu 


ni 


MUTANTS D’ESCHERICHIA COLI 1087 


élre conservées, méme en milieu synthétique, A moins de passages 
fréquents, 


SENSIBILITE AUX DIFFERENTS BACTERIOPHAGES. — Les souches 
Peeing iyel Fl et To tir, T.+1+, T,+1+ ont étérepron- 
vées avec nos 4 phages et avec les 7 phages du systeme T de 
Delbriick. Ces souches présentent le méme « spectre de résis- 
lance » que les souches T,—, T;—-, T,— dont elles sont issues. 


Discussion. — E. H. Anderson [4] a montré que les mutants 
résistants isolés par lui ne pouvaient se développer en milieu syn- 
thétique qu’en présence de tryptophanne. L’addition d’autres 
acides aminés favorisait considérablement la croissance. D’aprés 
Anderson ces souches ne peuvent utiliser l’azote ammoniacal qu’en 
présence d’azote aminé. Aucun des précurseurs connus ou sup- 
posés du tryptophanne ne peut remplacer celui-ci. 

Les travaux de Fildes [8, 7], de Snell [4], de Tatum et Bonner [5] 
ont apporté des éclaircissements considérables sur la biosynthése 
du tryptophanne chez des organismes trés variés. Cette synthése 
se ferait suivant le schéma suivant : 

————- > ac. anthranilique ——> indol 
i j »tryptophanne. 
ae ee > sérine 

Tatum, Bonner et Beadle [8] ont montré que, conformément a 
la théorie « un géne-un enzyme », chacune de ces réactions était, 
chez Neurospora, contrélée par un géne. 

D’autre part, Fildes, Gladstone et Knight [6] ont constaté qu'une 
souche d’E. typhosa qui, a son isolement de l’organisme ne se 
développe en milieu synthétique qu’en présence de tryptophanne, 
peut étre « entrainée » a se développer en l’absence de trypto- 
phanne. Fildes [8] a noté aussi’ que des souches d’E. typhosa qui 
ont besoin de tryptophanne peuvent se développer en indol, mais 
que, dans ce cas, la croissance se trouve retardée. 

Les souches que nous avons étudiées semblent pouvoir « sur- 
monter » par mutation leur besoin en facteurs de croissance. Les 
variations qu’elles. subissent peuvent étre schématisées de la 
maniére suivante : 


oat i ee Meier teal 5 
T—ou I-, non synthése du tryptophanne ou de l’indol; 

T+ oul+, synthése du tryptophanne ou de l’indol; 

e+ou o-, sensibilité ou résistance au bactériophage. 


La réacquisilion du pouvoir de synthétiser l’acide aminé indis- 
pensable est beaucoup plus facile a observer dans le cas des 
mutants P— [2] que dans celui des mutants T—. Ce fait est illustré 
par l’exemple de la souche P—T~—. Celle-ci ne peut, a son iso- 
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lement, se développer qu’en présence de tryptophanne et de 
proline. Aprés quelques passages en M. S. additionné de trypto- 
phanne et de proline, cette souche peut étre entrelenue en 
M. S. + tryptophanne sans proline, alors que le contraire n’est 
pas possible. 

Mais les souches P+ ou T+ conservent le spectre de résistance 
des souches P'— et T— dont elles proviennent. Quoi qu’il soit trés 
probable que l’acquisition de la résistance au bactériophage et 
la déficience physiologique soient le résultat d’une seule et méme 
mutation, ces deux caractéres peuvent cependant étre dissociés : 

1° S’il existe de nombreux mutants résistants non déficients, 
il est également possible d’observer l’apparition de mutants spon- 
tanés déficients et non résistants (1). 

2° Des souches déficientes (telle la souche T,) peuvent perdre 
leur résistance tout en conservant leur déficience. 

3° Enfin, des souches P— ou T— peuvent retrouver le pouvoir 
de synthése de la souche origine et conserver leur résistance. 


CoNncLUSIONS. 


1° Un certain nombre de souches résistantes a des bactério- 
phages différents ont été isolées, qui toutes avaient besoin de 
tryptophanne pour se développer en milieu synthétique. 

2° Ces souches peuvent se développer en présence d’indol par 
sélection d’un mutant fréquent. 

3° Une mutation beaucoup plus rare leur permet de se déve- 
lopper en milieu synthétique non additionné de facteurs de crois- 
sance. 

4° Les souches T+I— et T+I + conservent la résistance au bac- 
tériophage de la souche T—I— dont elles sont issues. 
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(1) C’est ainsi qu’au cours des repigquages de la souche Bordet, jai 
pu isoler une Souche T— sensible aux mémes phages que la souche 
origine (et par conséquent analogue a Tike 


L’ACTION DE L’ANEURINE ET DE SES CONSTITUANTS 
SUR DEUX SOUCHES 
DE BACILLES PARATUBERCULEUX (1) 


par A. LUTZ (°). 


(Travail de l'Institut de Bactériologie et d’Hygiéne 
de la Faculté de Médecine de Lausanne 
(Directeur : professeur P. Haupuroy.) 


Au cours d’une étude (2) entreprise sur le dosage de ]’aneurine 
au moyen du test Phycomyces dans les filtrats de cultures, sur 
milieu synthétique de Sauton, de plusieurs souches de bacilles 
paratuberculeux ou nous avions décelé cette vitamine par le test 
au thiochrome, nous avons remarqué la croissance anormalement 
faible de deux souches de bacilles paratuberculeux dont lune a 
été isolée par L. Pellegrini et la deuxiéme par A. Boquet (Institut 
Pasteur, Paris). 

On pouvait se demander si ces bacilles n’auraient pas perdu 
le pouvoir de synthétiser une vitamine, une partie constituante 
de sa molécule ou plusieurs vitamines nécessaires a leur crois- 
sance. 


LES BACILLES ETUDIES. 


Le premier bacille paratuberculeux. étudié est le bacille de 
L. Pellegrini. Cette souche, cultivée sur milieu de Léwenstein, 
est crémeuse et donne un pigment rouge a la température du 
laboratoire. Elle a perdu son acido-résistance. Andrejew [4] 
a étudié son métabolisme sur milieu de Long. Chargaff et 
Lederer [2] ont étudié les pigments carotinoides de ce bacille 
saprophyte et ont montré qu’il contenait les caroténes, B et y et une 
xantophylle qui n’a pu étre identifiée, mais qui serait particulié- 
rement riche en oxygéne. 

Sur milieu de Sauton, il pousse sous forme d’un voile trés 
mince et peu pigmenté. Aprés plusieurs repiquages l’accroisse- 
ment de la surface du fragment ensemencé est trés faible. 


(1) Travail subventionné par le Fonds d’Etudes Roche (Bale). 
(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1947 
(2) Recherches inédites (a paraitre). 
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Le deuxiéme bacille étudié est un bacille acido-résistant, isolé 
par A. Boquet (I. P. P.), a partir d’un ganglion mésentérique 
dun bceuf atteint d’entérite hypertrophiante. Cette souche est 
crémeuse et pigmentée en jaune sur milieu de Lowenstein. Son 
mélabolisme respiratoire a été étudié par Andrejew sur milieu 
de Long. Cet auteur a mis en évidence que ce bacille se rappro- 
chait du type précédent par certains aspects de son métabolisme 
respiratoire. Les pigments n’ont pas été étudiés. 

Aprés un ou deux repiquages, ce bacille pousse sous forme de 
voile blanchatre, ne se plissant plus a la surface du milieu de 
Sauton. 


MIsE EN EVIDENCE DE L’AUXO-HETEROTROPHIE DE CES BACILLES. 


Aprés addition 4 deux séries de ballons contenant 50 cm* de 
milieu de Sauton, de 1, 2, 5 cm® de filtrat de culture de bacilles 
tuberculeux, nous avons ensemencé la premiére série avec le 
bacille de Pellegrini, la deuxiéme avec le bacille de Boquet. 
Apres quinze jours 4 lVétuve a 387°, nous avons autoclavé puis 
filtré les cultures pour recueillir les bacilles que nous avons 
ensuite lavés, séchés deux heures 4 115° et pesés ; nous avons 
obtenu les résultats suivants 


TasBLeAu I. — Pour 50 cm‘ de milieu. 


B. DE PELLEGRINI B, DE BOQUET 
en gramme en gramme 
Tic ystatensen atte 2 Voile trés fin légérement jaune orangé.| Voile blanchatre pelliculaire. 
+ 4cm‘* filtrat. 0,044 0,018 
+ 2cm‘ filtrat. 0,040 0,046 


+ 5cm‘* filtrat. 0,086 0,127 


Ce tableau montre une action trés nette des filtrats ajoutés au 
milieu de culture sur la croissance bacillaire. Or, on sait que 
ces filtrats renferment les divers facteurs du « Complexe vita- 
mine B », a savoir : aneurine (3, 4), la riboflavine (8, 5, 6, 7, 8), 
la pyridoxine (3), l’acide nicotinique (8, 8), l’acide p-aminoben- 
zoique (8, 9, 10), la biotine (8, 8, 11), Pacide pantothénique (3, 8), 
inositol (8) et un facteur, comme nous avons pu le constater, 
stimulant la croissance du Lactobacillus casei, dénommé acide 
folique par Pope et Smith [8] et vitamine Be par Bird [8]. 

L’effet observé pouvant étre di a un ou a plusieurs de ces fac- 
leurs, nous avons ajoulé dans une premiére expérience chacune 
de ces vilamines séparément au milieu de culture. Nous avons 


TPES 
Sia, ae 
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pu observer qu’ajoutées séparément, seule |’aneurine stimulait 
la croissance des bacilles. Or on sait que l’aneurine (I) se com- 
pose de deux constituants : une pyrimidine (2-méthyl-4-amino- 
o-amino-méthyl-pyrimidine) (II) et un  thiazol [4-méthyl-5-(-oxy- 
éthyl)-thiazol] (III). 


H 
| 
C m 
a sage ial ‘I — CH, 
HC — CRs4/C — NH, HCY, 0 — CH. CH,OH 
aero & 
I, Aneurine. 
H 
| 
C 
Nf mi CH, — NH, TT —CH, 
CHCl ge — NH, HCL '¢— CH. CH,OH 
y 
rat ul 


Le présent travail a pour but |’étude systématique de leur 
action. 


METHODE DE CULTURE ET APPRECIATION DU DEVELOPPEMENT. 


Le milieu de culture utilisé est le milieu de Sauton, a pH 7 a 7,2. 
Dans tous les cas nous opérons avec des ballons en verre d’Iéna 
de 100 cm* contenant 50 cm* de milieu. La stérilisation se fait a 
120° pendant quinze minutes a l’autoclave. Les diverses pyrimi- 
dines employées dans cetle étude ainsi que le thiazol, thermo- 
stables, sont stérilisés avec le milieu. 

Pour l’entretien des cultures destinées aux expériences, nous 
utilisons le milieu de Sauton additionné d’aneurine 4 la concen- 
tration de 1x10—° ou de pyrimidine (2-méthyl-4-amino-5-amino- 
méthyl-pyrimidine) 4 la concentration de 0,6x 10—°. L’ensemen- 
cement se fait avec une fine pellicule de 3 4 4 mm. prélevée sur 
un voile trés mince obtenu comme. nous venons de le dire. 

L’appréciation du développement se fait par la méthode pon- 
dérale. Aprés stérilisation A l’autoclave a 120° pendant quinze 
a vingt~minutes, nous filtrons les cultures pour recueillir les 
bacilles qui sont ensuite lavés, séchés a 115°, pendant deux a 
trois heures suivant l’abondance de la récolte bacillaire et pesés. 

Nous avons employé comme durée de dessiccation deux heures 
pour la souche de Pellegrini, trois heures pour la souche de 


Boquet. 
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A. — Action de V'aneurine et de ses constituants sur la croissance 
du bacille de Pellegrint. 


I. Action comparée de l’aneurine et de la pyrimidine. — Pour 
étudier l’action comparée de la vitamine B, et de la 2-méthyl- 
gion aint eae nous avons opéré en concen- 
tration équimoléculaire avec la pyrimidine active. D’aprés le 
poids moléculaire de l’aneurine 337, de la pyrimidine 138 et -du 
thiazol 143, 1 y d’aneurine correspond a 0,41 y de pyrimidine ou 
a 0,62 y de pyrimidine dichlorhydrate (formule sous laquelle nous 
avons employé la pyrimidine) et 0,42 y de thiazol. 

Les solutions de vitamine B, employées sont a ly et 5y par 
centimetre cube d’eau distillée, les solutions de pyrimidines a 
ly et 3,ly par centimétre cube d’eau distillée, les solutions de 
thiazol 4 ly et 2y par centimétre cube d’eau distillée. 

Aprés addition 4 quatre séries de ballons de doses croissantes 
de pyrimidine (P), thiazol (Tf), pyrimidine + thiazol (PT), aneu- 
rine, nous avons obtenu les résultats suivants aprés vingt et un 
jours de croissance a ]’étuve a 37°. 


Tas._eaAu IJ. — Pour 50 cm‘ de milieu. 


Poi > Pacilles (en g ).| <0,001 | 0,004 | 0,050] 0,080] 0,140] 0,195 | 0,480|0,472 


Voile trés fin, 
pas de pigmentation franche. 


P + T (kn y) 


Poids sec des bacilles (eng.).| < 0,004 _ 


0,402 | 0,430 


ANEURINE (EN Y))./.92 4 .-. 


| eae 


Poids sec des bacilles (en g.).| < 0,001 | 0,004] 0,084] 0,084 |0, 0166] 0,198 | 0,227 0,200 


Ce tableau montre 
1° Que le constituant pyrimidinique est seul responsable de 


Tre ater 
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Veffet observé, que le thiazol reste sans effet. Le thiazol n’exerce 
ni action accélérante ni inhibition marquée de la pyrimidine. Des 
faits analogues ont déja été trouvés par Schopfer [42] pour une 
levure : Rhodotorula rubra. Pour une autre levure, Rhodotorula 
flava, cet auteur a pu mettre en évidence une légére action du 
thiazol. 

2° Qu’aux doses les: plus fortes l’aneurine a une action plus 
efficace que la pyrimidine. Nous retrouverons ce fait dans la 
suite de cette étude. 

3° L’addition au milieu de P+T nous fait constater un effet 
sur la croissance moins intense que si l’on ajoute la molécule 
entiére. C’est image d’une action ralentie quand on la compare 
a celle de la molécule enti¢re, le bacille devant en faire la syn- 
thése et étant capable par ailleurs de synthétiser luiméme le 
thiazol. _ 

II. Action comparée de laneurine et de la (2-méthyl-4-amino- 
méthyl-pyrimidine) en fonction du temps.-— Nous avons suivi la 
croissance de celte souche en fonction du temps et de la concen- 
tration, d’une part en pyrimidine, et d’autre part en aneurine 
(taux équimoléculaires avec la pyrimidine active) pendant vingt 
et un jours de croissance 4 l’étuve 4 37°. L’ensemencement a été - 
fait pour cette expérience, comme pour |’expérience précédente 
et pour l’expérience suivgaste, avec des prélévements sur un 
méme voile, afin d’opéggam des conditions relativement cons- 
tantes. Les zenus sont résumés dans les tableaux 
sulva 


résul 
wrest is 


JOURS fh 0,06 0,31 0,62 4,25 Sed 6,25 42,5 

(g-) (g-) (g-) (8) (g:) (g+) (g.) 

D5. Gwe geese 0,003 | 0, 0,003 | 0,007 | 0,007 | 0,006 | 0,004 
meen Cierra 0,003 | 0,006 | 0,014 | 0,029 | 0,442 | 0,440 | 0,050 
Sis aor eee seats 0,003 | 0,043 | 0,030 | 0,047 | 0,445 | 0,432 0,106 
L Ores eects 0,004 | 0,025 | 0,040 | 0,080 | 0,165 | 0,165 | 0,460 
POT aera 0,003 | 0,036 | 0,052 | 0,416 | 0,472 | 0,165 | 0,173 
15 < 0,004] 0,003 | 0,037 | 0,069 | 0,130 | 0,208 | 0,204 | 6,180 
Doel, are < 0,004] 0,004 | 0,050 | 0,080 | 0,140 | 0,495 | 0,480 | 0,172 


b) Action de l’aneurine. 

Pour rendre visible en méme temps l’action du facteur iemps 
et du facteur concentration en vitamine, transcrivons les chiffres 
obtenus sur un graphique tridimensionnel, comme Schopfer l’a 
fait la premiére fois avec Phycomyces [413] : 
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TasLeau IV. — Aneurine en y pour 50 cm! de milieu. 

SS SL I ID TSE TE TEE IE I TES 

JOURS T Ort 0,5 ih 2 a 10 20 

(g-) (g-) (g-) (g-) (g-) (g-) (g:) 

Pas aise tort ary lea 0,002 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,008 | 0,008 | 0,007 
Dau Met trodes 0,002 | 0,010 | 0,022 | 0,042 | 0,094 | 0,095 | 0,442 
iol Ov onc Naka 0,004 | 0,013 | 0,043 | 0,054 | 0,134 | 0,438 | 0,432 
UOMiey eres tee 3 0,004 | 0,025 | 0,056 | 0,082 | 0,146 | 0,148 | 0,453 
CSS are te 0,004 | 0,036 | 0,083 | 0,430 | 0,168 | 0,466 | 0,475 
15... . . .;|< 0,004} 0,006 | 0,040 | 0,090 | 0,156 | 0,210 | 0,215 0,200 
24. . 1. . .;< 0,001] 0,006 | 0,054 | 0,084 | 0,166 | 0,195 | 0,227 | 0,200 


ete sic ibe SET: 


L’examen de ce graphique montre que : 
1° En fonetion des taux variables de vitamines B, et de pyri- 
midine : 


ee ay, 


ers 


BACILLES PARATUBERCULEUX 4095 


a) Il y a une proportionnalité entre la croissance et les taux 
@aneurine et de pyrimidine, ajoulés au milieu synthétique. 

b) Entre 0 et 5y d’aneurine ou 0 et 3,17 de pyrimidine la 
croissance est presque une fonction linéaire du facteur de crois- 
sance ajouté. : 

c) Le développement atteint un optimum pour 5y d’aneurine 
ou 3,l y de pyrimidine. 

d) Le rapport entre le poids sec de cette récolte et la dose 
optimale de facteur de croissance qui a conditionné ce développe- 
ment ou coefficient économique d’activité de Schopfer est de : 
240.000 

34 
~ 2° En fonction du temps : 

a) L’aspect des courbes montre un court temps de latence 
de un a deux jours, un premier point d’inflexion vers le deuxiéme 
jour, une portion ascendante entre le deuxiéme et le quinziéme 
jour ou se situe un deuxiéme point d’inflexion, enfin entre le 
quinziéme et le vingt et uniéme jour, la courbe note une action 
Iimitante. 

b) Pour les fortes doses de vitamines (20 y) ou de pyrimidine 
(12,5 y) Paneurine a une action plus marquée dans les premiers 
jours de croissance, comme si les grandes quantités de pyrimi- 
dine rendaient plus difficile la reconstitution de la molécule 
d’aneurine précédant Vintervention de cette derniére dans le 
métabolisme. 

c) Pour les périodes de croissance les plus longues (quinze et 
vingt et un jours) l’aneurine a une action plus marquée que la 
pyrimidine. 

d) Le développement atteint un optimum vers le quinziéme 
jour. 

Nous avons vérifié par ailleurs que l’acétyl-aneurine, le disul- 
fite d’aneurine et la cocarboxylose sont actifs également sur la 
croissance de ce bacille. 

I] est A noler qu’on peut suivre Je développement bacillaire en 
fonction des taux variables de facteur de croissance d’aprés 
’évolution des pigments. Ainsi, aprés huit jours de développe- 
ment, on note déja une belle pigmentation rouge orangée du 
voile pour 5y d’aneurine ou 3,1 y de pyrimidine. Au-dessous de 
cette dose, le voile a une couleur jaune rosée, Comme l’a déja 
fait remarquer Schopfer [44] dans une étude sur une levure (Rho- 
dotorula rubra), on peut approximativement apprécier le déve- 
loppement d’une culture d’aprés l’intensité de la teinte. 

III. Spécificité de laction de la (2-méthyl-4-amino-5-amino- 
méthyl-pyrimidine). — Une faible modification de structure étant 
capable de diminuer ou d’abolir complétement l’effet auxogéene 
(Knight, Schopfer, Sinclair), nous avons étudié le probléme de 


= 70.000 approximativement pour la pyrimidine. 
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la spécificité pour le constituant pyrimidique seul. Nous avons 
employé diverses pyrimidines 4 doses normales et 4 doses supra- 
optimales. Les résultats obtenus aprés quinze jours a l’étuve a 
37°, sont résumés dans le tableau suivant : 


Tasteau V. — Pyrimidine en y pour 50 cm’. 


iT 2 5 10 20 50 


2-méthyl-4-amino - 5 - amino-méthyl- 


pyrimidine (pyr. de l’aneurine). . .| < 0,004 | 0,123 | 0,175 | 0,180] 0,145 | 0,140 
2-méthy1l-4-oxy-6-amino-pyrimidine. 
2-méthyl-4-amino-5-thioformyl-ami- 

no-méthyl-pyrimidine. ...... <0,001 | 0,104 | 0,152 | 0,155 | 0,465 | 0,120 
2-4-dioxypyrimidine (uracil). .... Pas de croissance appréciable. 


Pas de croissance appreciable. 


On peut constater d’aprés ce tableau que seules la 2-méthyl- 
4-amino-5-amino-méthyl-pyrimidine et la 2-méthyl-4-amino-5-thio- 
formyl-amino-méthyl-pyrimidine ont une action sur la croissance. 
La position en 4 du groupe amino parait étre une condition indis- 
pensable. Nous avons également employé le thiochrome dont nous 
rappelons ici la formule : 


CH avery 
NANA” RN giGH, 


| | | | 
CH =i i VEN “: A3/5= CH, — CH,.0H 


L’action de ce produit d’oxydation de l’aneurine a déja été 
éludiée par Knight pour Staphylococcus aureus (pour qui ce pro- 
duit est une bonne source de pyrimidine), par Schopfer pour cer- 
laines levures et par Lwoff. Voici l’action comparée de |’ aneurine et 
du thiochrome aprés quinze jours 4 87° comme pour |’expérience 
précédente : 


Tasieau VI. 


« 


Thiochrome 
Aneurine 


— | 0,005 | 0,017 
0,490 | 0,485 | 0,176 


On peut constater que le thiochrome est une trés mauvaise 
source de pyrimidine pour le bacille étudié et que ce n’est que 
pour les doses trés élevées que se manifeste une trés légére 
action. 


IV. D’autres facteurs de croissance peuvent-ils intervenir ? — 
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Etant donné la récolte bacillaire relativement peu élevée pour 
50 cm* de milieu de Sauton, on pouvait se demander si d’autres 
facteurs de croissance pouvaient ajouter leur action a celles de 
Yaneurine ou de la pyrimidine. 

a) Etude de l’action de diverses vitamines associées individuel- 
Jement 4 l’aneurine : Nous avons ajouté séparément les divers 
facteurs du « Complexe Vitamine B » et la 2-méthyl-1-4-naphto- 
hydroquinone dont l’action s’apparente a celle de la vitamine Ks 
a 57 d’aneurine pour 50 cm* de’ milieu. Apres trois semaines 
nous avons. obtenu les résultats suivants 


Tasteau VII. — Pour 50 cm‘ de milieu. 


POIDS 
des 
bacilles secs 
en gramme 


ANEURINE AUTRES VITAMINES 


5 7 a deux concentrations différentes 
i 
= 0,224 
0,217 
— 0,245 


Lactoflavine 0,210 
0,246 


Pyridoxine (HCl) : 0°09 
0,240 
:. 03248 
By. 0,226 
20 y. 0,224 


5 0,214 
Pantothénate de soude } 07917 


mnositol (hi ‘i 0,212 
Mésoinositol (bios 1) } 07947 
0,245 
. 0,220 

joti ; 0,005 my. 0,245 
Biotine (bios 2) 0°5 my. 07997 
i i ‘ 0,245 
Acide folique sy. 07917 
0 y.| 0,223 
By.| 0,245 


Acide nicotinique 


Nicotinamide 


Acide para-aminobenzoique 


+ 
z 
+ 
a- 
- 
= 
+ 
fe 
+ 
+ 
4 
a 


2-méthy1-1,4-naphtohydroquinone 2 


L’examen de ce tableau nous fait constater que les facteurs 
ajoutés a ]’aneurine n’ont aucun effet sur la croissance, ni slimu- 
lation, ni inhibition. 

b) Action des différents facteurs agissant simultanément avec 
Vaneurine : Nous avons essayé plusieurs combinaisons pour voir 
si l’on peut mettre en évidence une synergie ou un antagonisme 
d’action de diverses vitamines. Le tableau suivant résume les 
résultats obtenus. 

L’examen de ce tableau montre que laddition de diverses vita- 
mines ajoutées a l’aneurine simultanément sous forme de com- 
binaisons plus ou moins completes, ne montre pas pour les taux 
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Tasieau VIII. — Pour 50 cm? de miliéu. 
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TARLEAU IX. 
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de vitamine ajoutés et pour vingl et un jours de croissance a 
37°, une synergie marquée ou un antagonisme. I] n’y a guére 
que pour le premier cas oti il y a une légére augmentation de la 
récolte bacillaire (20 p. 100). 

Nous remarquons que pour cette expérience et l’expérience 
précédente, les chiffres obtenus sont légérement supéricurs a ceux 
trouvés au début de notre étude pour des concentrations en aneu- 
rine égales. Cela est da au fait que l’ensemencement pour ces 
deux dernigres expériences a été fait séparément et que la repro- 
ductibilité n’est pas absolue, quantitativement, pour une méme 
expérience. 

c) Action des divers facteurs de croissance ajoutés a la see 
midine : Les facteurs de croissance que nous avons choisis sont 
les suivants : le mésoinosilo] (Bios I), la biotine (Bios II), l’acide 
pantothénique, Vacide folique et la 2-méthyl-1-4-naphtohydro- 
quinone. 

Comme dans les cas précédents il ressort nettement des chiffres 
fournis par cette expérience que les divers facteurs ajoutés a la 
pyrimidine sous forme de combinaisons diverses, n’exercent ni 
inhibition ni stimulation de la croissance. 


B. — Action de l’aneurine et de ses constituants sur la croissance 
du bacille de Boquet. : 


Comme pour le cas précédent, nous avons étudié : : 
1° L’action comparée de ]’aneurine et de ses constituants. 


TABLEAU X. 


P (en Y) 7, 0,06 | 0,31 | 0,62 | 1,95 | 3,4 | 6,28 | 12,5 


Poids sec des bacilles (en g.).| < 0,004 | 0,010 | 0,078 | 0,320 | 0,466 | 0,432 | 0,348 | 0,340 


T (EN Y) -| 0,04 | 0,24 0,86 | 9,40 4,2 | 8,4 


Pas de croissance appréciable, 
voile blanchatre, translucide. 


42) 5 

0 =f ate ar tp aE 

oo 0,04 | 0,21 | 0,42 | 0,84 | 2,4 8,4 
Poids sec des bacilles (en g.).| < 0,004 — |0,066}0,206 | 0,454 | 0,409 0,345 


ANEURINE (EN Y) 


———— 


Poids sec des bacilles (en g.).| < 0,004 
oo ae 


0,010 | 0,104 | 0,220 | 0,470] 0,530 | 0,485 | 0,460 


4100 


Les résultats sont résumés dans le tableau X : 
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Comme on peut le constater, le thiazol seul n’a pas d’action 
et particuliérement 
pour les plus fortes doses de celle-ci, il ne stimule pas la crois- 
sance. On remarque qu’a partir de 2Qy d’aneurine jusqu’ a cOlys 
cette vitamine a une action plus favorable sur la croissance que 
la pyrimidine. Cela est en faveur de l’absorption de la molécule 
compléte d’aneurine pour son intégration dans lédifice cyto- 
plasmique. 

2° Action comparée de la pyrimidine et de |’aneurine. 

Comme dans |’étude du bacille de Pellegrini, nous 
mencé tous les ballons servant aux expériences que nous relatons 
avec des prélévements sur un méme voile afin d’obtenir des résultats 
comparables. Les tableaux n° 11 et n° 
de nos expériences : 


sur 


la croissance ; 


1° Action de la pyrimidine. 


ajouté a la pyrimidine, 


avons 


eNnse- 


12 résument les résultats 


TasLeau XI. — Pyrimidine en y pour 50 cm‘ de milieu. 


Jours 


sieee swe oro, “s) 


T 0,06 


0,005 
0,005 

0,006 

0,0010 

< 0,004} 0,009 
< 0,004] 0,010 


0.34 


0,015 
0,077 
0,076 
0,076 
0.080 
0,078 


0,62 


ooo 


0,017 
0,138 
0,230 
0,260 
0,340 
0,320 


1,25 


0.047 
0,297 
0,420 
0,478 


0,490 
0,466 


3,1. | 6,25 | 42,5 
0,048 | 0,017 | 0,015 
0,268 | 0,250 | 0,233 
0,375 | 0,350 | 0,338 
0,424 | 0,365 | 0,328 
0,415 | 0,370 | 0,352 
0,432 | 0,348 | 0,340 


2° Action de l’aneurine. 


TasLeaAu XII. — Aneurine en y pour 50 cm! de milieu. 


Portons ces résultats sur un graphique tridimensionnel. 
L’examen de ce graphique nous permet de constater que 


1° En fonction des taux variables de pyrimidine et de vila- 
mine B, ily a 


BACILLES PARATUBERCULEUX 1104 


a) Une proportionnalité entre le développement des cultures et 
le taux de facteur de croissance ajouteé. 

b) Entre 0 et 1,257 de pyrimidine ou 0 et 27 d’aneurine, le 
développement est presque une fonction linéaire du facteur de 
croissance. 

c) Le développement atteint un optimum pour 5y d’anecurine 


ou 1,257 de pyrimidine. La dose optimale de pyrimidine n’est 
pas exactement équimoléculaire avec Vaneurine mais notable- 
ment inférieure. 
_d) Pour des doses supérieures a 1,25 7 de pyrimidine on note 
une légére action inhibitrice. 

e) Le rapport entre le poids sec de cette récolte et la dose opti- 
male de facteur de croissance qui a conditionné ce développement 
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Bes 490.000 
ou coefficient économique d’activité sn heS wah 400.000 approni- 


mativement pour la pyrimudine. 

En comparant les quotients 4 ceux obtenus pour d'autres micro- 
organismes étudiés par Schopfer, on peut les ranger de la fagon 
suivante : 


Bacille de: Pellegrini iy. 79 a0. a7 emen ee ene 70.000 
Bye lie hea seb icy aon cache rssh w ouch: ioensan re ousptag ine soem reare tog ones 450.000 & 200.000 
Bacilte; da Boquet. . 5 a0)... 2 oe ee 400.000 
DONATI VECTIING., ase ayes ee er pe sn 1.000.000 


Ces chiffres nous montrent la sensibilité plus ou moins grande 
de ces divers microorganismes a |’action de la pyrimidine et son 
intensité d’action variable. 

2° En fonction du temps : 

a) Pour 3,1 y de pyrimidine ct 5y d’aneurine par exemple, la 
courbe présente un temps de-latence qui dure environ cing jours 
puis un premier point d’inflexion, une portion ascendante du 
cinguiéme au dixiéme jour ot se trouve un deuxiéme point 
d’inflexion, enfin une portion de courbe dénotant une phase 
d’action limite. 

b) Le développement atteint un optimum vers le dixiéme jour 
pour l’aneurine et vers le douziéme jour pour la pyrimidine. 

c) Dans tous les cas, soit au début, soit a la fin de la croissance, 
pour des doses supérieures 4 2 y d’aneurine l’action de Ja molé- 
cule enticre est plus notable que celle de la pyrimidine 4 doses 
équimoléculaires de pyrimidine active. Nous nous trouvons devant 
deux hypothéses émises déja par Schopfer : 

1° Absorption directe de la molécule d’aneurine entiére. 

2° Clivage de la molécule par une aneurinase, cas dans lequel 
la pyrimidine libérée serait resynthétisée avec le thiazol. 

Mais une hydrolyse de la molécule d’aneurine avec resynthése 
conséculive suppose un certain temps nécessaire a ces opérations 
préliminaires, done un certain retard d’action par rapport a celle 
obtenue quand on n’ajoule que la pyrimidine active. Or, pour un 
temps donné, c’est |’aneurine qui a une action plus forte sur la 
croissance, car plus rapide. I] faut donc admettre que le bacille 
étudié synthétise aneurine avec le thiazol qu’il élabore quand on 
ne lui offre que la pyrimidine et que quand on lui offre la molé- 
cule -entiére, celle-ci intervient telle quelle dans son métabolisme 
sans hydrolyse préalable aprés son absorption. 

Comme pour le bacille précédemment étudié, ]’acétyl-aneurine, 
le bisulfite d’aneurine et la cocarboxylase sont actives sur le déve- 
loppement bacillaire. Il faut noter d’autre part, que la couleur 
jaune des filtrats de culture augmente d’intensité (qu’on pourrait 
appréecier 4 |’électrophotométre) au fur et & mesure du dévelop- 
pement bacillaire dont elle est un témoin, développement condi- 
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tionné comme nous venons de le montrer par l’apport de pyrimi- 
dine ou d’aneurine. | 

3° Spécificité d’action de la 2-méthyl-4-amino-5-amino-méthyl- 
pyrimidine. 

Nous avons employé plusieurs pyrimidines et Je thiochrome. 
Nous avons également étudié l’action des doses supra-optimales. 
Voici les données de cette expérience : 


TarLeau XIII. — En y pour 50 cm. 


| 
43 2 5 10 | 20 | 50 
2-méthyl-4-amino-5-amino-méthyl- 
pyrimidiue (pyr. de l’aneurine). .| < 0,001 | 0,440 | 0,405 | 0,350 | 0,290 | 0,300 
2-méthyl-4-oxy-6 amino-pyrimidine. Voile tres fin, pas de croissance appréciable. 
2-méthyl-4-amino-5 thioformylami- 
no-méthyl-pyrimidine. ....., 0,050 | 0,080 0,220 | 0,200 
2-4-dioxypyrimidine (uracil)... .. Voile tres fin, pas de croissance appréciahle. 
Chioghmomeeas ti Guyesrot sea syste 0,042 | 0,026 
ULC UMN ores eb stete fo. tos. she) Gee tt < 0,001 | 0,490 | 0,502 | 0,460 | 0,430 | 0,445 


Comme dans le cas précédent le groupe amino en position 4 est 
indispensable. Le thiochrome a une action trés faible mais non 
négligeable pour 50 y de thiochrome, ce qui est un argument en 
faveur de la rupture des deux liaisons —-CH,—N— et 
C—N = C< afin de libérer le constituant pyrimidique en vue 
de son absorption. La spécificité est nettement marquée. La 
2-méthyl-4-amino-5-thioformyl-amino-méthyl-pyrimidine seule a 
une action trés diminuée comparativement 4 celle de Ja 2-méthyl- 
4~amino-5-amino-méthyl-pyrimidine. 

D’autres facteurs de croissance interviennent-ils ? 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de synergie quand on 
ajoute 4 l’aneurine ou a la pyrimidine soit séparément soit simul- 
tanément les vilamines pures suivantes : lactoflavine, acide et 
amide nicotinique, adermine, biotine, acide pantothénique, acide 
para-aminobenzoique et |’acide folique. Par ailleurs, ni dans ce 
cas ni dans le cas précédent, nous n’avons pu noter une action par 
Vhypoxanthine. 

4° Les bacilles paratuberculeux c¢ludiés et les organismes a 
pyrimidine. 

Les deux bacilles paratuberculeux qui ont fait l’objet de cette 
étude se rangent a cdté d’autres microorganismes, 4 savoir : le 
type Rhodotorula [45] contenant, Rhodotorula rubra, Sanguinea, 
Dematium nigrum, Parasitella simpex, Absidia ramosa (Schopfer), 
Pythium Butleri et Phytophthora fagopyri (Robbins et Kavanagh). 
Comme on peut le voir jusqu’a présent, ce type a été rencontré 
plus fréquemment chez les champignons que chez les bactéries. 
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CONCLUSION. 


Les deux souches de bacilles paratuberculeux éludiées, l’une 
ayant perdu lacido-résistance et l'autre étant acido-résistante, et 
qui requiérent l’aneurine pour leur développement, peuvent se 
contenter de pyrimidine seule, ayant perdu complétement la faculté 
de synthétiser cette substance, mais pouvant élaborer le thiazol. 

Cette action est relativement spécifique. Le groupement amino 
en position 4 est indispensable. Les autres facteurs de croissance 
utilisés seuls ou en combinaison, n’exercent pas d’effet marqué 
quand ils sont ajoutés a Ja pyrimidine ou a l’aneurine. 

Il y a un rapport entre la pigmentation et la quantité de pyri- 
midine ou d’aneurine ajoulée. 

Ces bacilles A pyrimidine représentent une étape intermédiaire 
(type III de la classification de Schopfer) de l’évolution de l’hété- 
rotrophie, qui conduit finalement 4 une perte de synthése complete 
en ce qui concerne |’ancurine. © 

Cette étude est un argument de plus en faveur du principe de 
Vhétérotrophie fractionnée qui a déja trouvé une démonstration 
éclatante par la liste des microorganismes 4 pyrimidine précitée, 
par l’étude de Mucor Ramanianus (Miller et Schopfer, 1987), 
Polytoma ocellatum et Polytomella Caudatum (Lwoff et Dusi, 
1937) qui synthétisent la pyrimidine mais réclament le thiazol, 
Phycomyees blakesleanus (Schopfer) et Polytomella ceca (Lwoff 
et Dusi, 1937) qui réclament la pyrimidine et le thiazol (voisins 
systématiquement) pouvant remplacer la vitamine B1. 

Nous réservons l’étude plus complete des bacilles et plus parti- 
culi¢rement des filtrats de leur culture aprés addition de pyrimi- 
dine, pour un travail ultéricur. 

Les deux souches étudiées ont été transmises au Centre de Col- 
lection de Types Microbiens de Lausanne par |’Institut Pasteur 
de Paris. 

Nous sommes redevables des substances biochimiques utilisées 
ala maison F. Hoffmann-La-Roche et C®* (Bale). 

Nous remercions M. le Professeur Schopfer pour J’intérét qu’il 
a témorgné a notre travail. 
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ETUDES D'EPIDEMIOLOGIE STATISTIQUE 
DE LA MOSAIQUE DU TABAC 


Il. — ESSAI D'ANALYSE GAUSALE DU TAUX D’ENDEMIE 


par Jean CUZIN et Danrer SCHWARTZ (*). 


Des études statistiques ont été conduites, pendant trois années 
“consécutives, a |’Institut des Tabacs de Bergerac, sur des champs 

complantés avec une variété industrielle de tabac (Nicotiana taba- 
cum L. var. P.19 B.). Il a été constaté de facon trés nette qu’aprés 
récolte d’une culture mosaiquée, le virus persistait dans le sol, 
en gardant son pouvoir infectieux, et contaminait la plantation de. 
Vannée suivante. Le sol a donc joué, dans ces essais, le rdle d’un 
Réservoir-Virus. 

L’expérimentation a porté spécialement sur des Réservoirs- 
Virus constitués artificiellement de fagon homogéne quant a la 
répartition sur le terrain, en inoculant |’année précédente un grand 
nombre de pieds (50 4 100 p. 100 du total de Ja plantation) pris 
au hasard par suite d’un tirage au sort approprié sur |’ensemble 
du champ. 

Dans une publication précédente [4], nous avons indiqué qu’a 
des Réservoirs-Virus ainsi constitués par ]’intermédiaire des pieds 
de l’année n, la plantation de l’année (n + 1) a répondu régulié- 
rement par l'un ou lautre de 2 types d’infection, différant par 
la répartition topographique des malades dans l’ensemble du 
champ :-pour le premier type, nous avons été amenés 4 formuler 
le terme de « répartition au hasard » de ]’événement maladie avec 
une probabilité constante dans l’ensemble du champ. Le deuxiéme 
type de répartition est caractérisé au contraire par des files de 
pieds malades consécutifs, en nombre incompatible avec une dis- 
tribution de hasard, et dont lV’apparition est liée A un facteur 
ouvriére au moment du repiquage. Nous avons montré que ces 
deux types de répartition permettent de définir les états endémique 
et épidémique de J infection. 

Nous avons indiqué également que, dans le cas des populations 
endémiques, la méthode statistique permet de tenter une analyse 
causale de l’apparition de la maladie, et que la comparaison de 
deux cultures ne différant que par un facteur systématique, permet 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1947. 
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d’éprouver ]’influence de celui-ci sur le taux d’endémie. Les pre- 
miers traitements essayés furent ceux A qui nous supposions le 
pouvoir d’abaisser Je niveau du Reéservoir-Virus. Ce furent, soit 
des opérations culturales, soit des épandages de diverses 
substances. 

Nous rapporlons et discutons ci-dessous Ics résultats d’une 
expérience type. 

Schéma de lVexpérience. — Parmi les champs d’expérience, 
nous avons retenu |’un d’eux, non seulement parce que des expé- 
riences préliminaires avaient indiqué une homogénéité satisfai- 
sante de son sol, mais aussi parce que dans chacune de ses par- 
celles la maladie a frappé les*pieds « au hasard » selon un type 
strictement endémique. 

Le champ comprenait 3.888. pieds, appartenant. au méme_ géno- 
lype, Soumis jusqu’au repiquage aux mémes conditions d’envi- 
ronnement, et repiqués le méme jour. Ces pieds étaient répartis 
en 24 rangées de 162 pieds, déterminant ainsi 24 lignes et 
162 rangs. Les lignes étarent associées par groupes de 2, distantes 
de 0,70 m. dans chaque groupe ; les groupes étaient séparés par 
des allées de 1,40 m. Les 162 rangs étaicnt espacés de 0,37 m. 

Toutes les lagone culturales (labours, hersages, sarclages, 
buttage) avaient été faites dans le sens des lignes, Seul, le repi- 
quage avait été fait dans le sens des rangs, chaque ouvriére ayant 
complanté un certain nombre de rangs tirés au hasard parmi. 
les 162. 

Le Réservoir-Virus avait été constitué selon la méthode indiquée 
plus haut par inoculation systématique et massive effectuée sur la 
plantation de V’année précédente. 

On peut distinguer dans le champ 6 parcelles de méme impor- 
lance, ayant subi les mémes facons culturales, ne différant les 
unes des autres que par un traitement. (voir tableau ci-apreés). 

1° Traitement « suppression des souches » (parcelles 1 et 6) : 
aprés récolte des feuilles et des tiges l’année précédant Vexpé- 
rience considérée, la souche des pieds de tabac a été extirpée. 

2° Traitement « sulfate d’ammonium » (parcelles 1, 2 ct 3) : 
c’est un épandage hivernal de sulfate d’ammonium 4 la dose de 
400 kg. a Vhectare. 

3° Traitement « D.D.T. » (parcelles 1 et 2) : il s’agit d’une 
préparation commerciale & base de D. D. T. qui a été appliquée 
a deux reprises, une premiére fois par pulvérisation sur le sol des 
parcelles, neuf jours avant le repiquage, une deuxiéme fois 
par arrosage, immédialement avant la plantation, dans le trou 
destiné a chaque pied. 

Le tableau indique en outre le taux de malades par parcelle, 
tel qu il résulle d’un relevé effectué sur la plantation, vingt- 
six jours aprés le repiquage. 
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TABLEAU. 
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a © z z s Ze Zuo 
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SS = 2 a AA AaAg 
cos A S : OR) 
Rak H a 9 BA RAS 
D Si > Phe a 
a <t < < § 
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a | ae 

=] S PrP & 

wo a a 3 

n 

Pourcentage de malades.| 1,9 a2, yee} 9,6 5 Mie 


CoMPARAISON DES TAUX D’ENDEMIE. 


a) Méthode utilisée pour les comparaisons : Des tests préalables, dont 
le principe a été indiqué ailleurs [4], nous ont montré que dans les 
six parcelles la maladie se présente a 1’état endémique strict, c’est-a- 
dire que les pieds malades y sont répartis « au hasard ». 

Dans ces conditions, si une parcelle présente M, malades sur le 
total N, de ses pieds, c’est-d-dire un pourcentage P, = M,/N, de mala- 
des, on peut l’assimiler & un tirage au sort de N, boules dans une 
urne ou le pourcentage de boules figurant, par exemple, le succés (ici 
]’événement maladie), a une valeur P voisine de P,. Dés lors que N, est 
suffisamment grand et P, pas trop petit (ce qui est le cas, pratiquement, 
dans nos expériences), on sait que le nombre des réussites dans un 
tirage de N, coups est distribué suivant une loi de Gauss dont la 
moyenne est : 

M=N,P 
et la déviation standard 


o = VN,P(i — P) 
dont nous avons une approximation 
6, =VN,P,(4 — Py). 


Une propriété classique de la loi de Gauss nous permet alors, a 
partir du chiffre observé P,, de connaitre, avec une certaine approxi- 
mation, le taux d’endémie « théorique » P qui correspond aux condi- 
tions expérimentales. On sait en effet que dans 95 p. 100 des cas l’écart 
[M-M,] ne dépasse pas 2. On a donc : 


Os ea ae P,(4 — P,) 
p—rj=[e— Xs, soit 2 y/talbestih 


Par exemple, dans la parcelle 3, ot le taux de malades observé est 
P, = 9,59 p. 100, on a 


Py(4 — P 
4 


MOSAIQUE DU TABAG 4109 


Le taux d’endémie théorique est compris entre (9,59 — 2,3) p. 100 
et (9,59 + 2,3) p. 100; 

Si maintenant on veut comparer & cette parcelle une deuxiéme par- 
celle présentant, sur un méme nombre N, de pieds, un nombre diffé- 
rent M, de malades, c’est-i-dire un pourcentage P, = M,/N,, on 
remarquera que M, — M, est la valeur d’une variable aléatoire, elle- 
méme distribuée en loi de Gauss avec une déviation standard : 


Da 5+ 2%. 


Les valeurs M, et M, sont significativement différentes si M, — M, 
différe significativement de 0, ce qui arrive sculement si : 
|M, — M,| > 2. 
REGLE PRATIQUE. — En définitive, pour conclure @ la différence signi- 


ficative entre 2 parcelles présentant respectivement M, et M, malades, 
on forme l’expression : 


Mi, — M, - M, — M, 
2 VNIP,T — P,) + Pad — Pa] 


— 


ou N désigne le nombre des pieds dans chaque parcelle, et P, = M,/N, 
ainsi que P, = M,/N, les pourcentages de malades. La différence est 
significative toutes les fois que E > 2. 


b) Résultats des comparaisons. — Quatre types de comparai- 
sons ont été effectués, dont les résultats sont énumérés ci-dessous. 

1° Test de fidélité de la méthode : Les parcelles 4 et 5, ne pré- 
sentant aucune différence systématique dans le traitement, la 
fidélité de la méthode est confirmée par l’absence de toute diffé- 
rence significative entre leurs taux de malades _ respectifs ; 
ils se trouvent, en effet, tous deux rigoureusement égaux 
(Pa =P 52¢pe 100), 

2° Influence du facteur « suppression des souches ». La récolte 
du tabac, méme lorsqu’elle est faite avec les tiges, laisse encore 
sur le champ la part importante des plants que constitue la masse 
radiculaire, et, dans le cas de pieds malades, cette masse est 
une source possible du Réservoir-Virus. L’extirpation des souches 
a la pioche peut donc sembler un moyen de diminuer |’impor- 
tance de l’infection. Divers expérimentateurs ont agi dans ce sens. 
Johnson [2], 4 la suite d’expériences réalisées de 1931 4 1934 dans 
le Wisconsin, conclut A une efficacité nulle ou trés faible de la 
méthode. Au contraire, Wolf- [8] et Lehman [4], aprés examen 
d’un grand nombre de champs de Ja Caroline du Nord, mettent 
a son actif des résultats plus favorables. 

Dans notre expérimentation de Bergerac, |’extirpation des 
souches a été réalisée dans certaines parcelles et suivie d’un 
labour d’automne sur ]’ensemble de la plantation. Le traitement 
a été essayé dans 2 types différents de conditions de milieu : il 
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intervient en effet comme scul facteur de difference entre les par- 
celles 5 et 6 d’une part, qui n’ont recu que les facons culturales 
de base, et d’autre part, entre les parcelles 1 et 2, qui ont vet 
en outre les traitements « sulfate d’ammonium » et « D.D.T. 

La méthode statistique donne pour valeur du quotient 1h détini 
plus haut : ot 
E=0,9 entre les parcelles 5 et 6 
ol 

E =1,4 entre les parcelles 1 et 2. 


Dans un cas, comme dans l’autre, I est inférieur 4 2, de sorte 
que la différence des taux d’endémic n'est pas significative ; on 
doit donc penser que la suppression des souches, dans les 2 condi- 
tions de milieu réalisées, n’a pas eu d’efficacité. 

3° Influence du facleur « sulfate d’ammonium ». Dans la mesure 
oti l’on suppose que Je Virus du sol ait, partiellement au moins, 
comme support initial des divers débris de Tabac restés sur place, 
provenant des racines, des tiges, ou des feuilles, on peut cher- 
cher une modification du niveau du [éservoir-Virus dans tout 
agent susceplible d’agir sur l’état de ces débris organiques ; il 
ne fait pas de doute que la microflore du sol compte au premier 
rang de ces facteurs, et c’est ainsi que nous avons pensé 4 un 
épandage modéré de sulfate d’ammonium, apport nutritif auto- 
risant |’établissement des niveaux or Squilibre microbiens ‘a des 
paliers plus élevés. 

Les résultats obtenus sont Jes suivants : le taux de iditalie’ est 
de 9,6 p. 100 dans la parcelle 3. quia recu |’épandage de sulfate 
d’ammonium, et de 1,2 p. 100 dans la parcelle témoin 4. 

La méthode statistique indique, pour Ja comparaison entre 
ces 2 parcelles, une valeur I = 6,8, tres nettement supéricure 
a 2; si la probabilité d’obtenir une valeur E > 2 est de 5 p. 100, 
chiffre conventionnellement admis comme limite du vraisemblable, 
Ja probabilité d’avoir une valeur de E supéricure A 6,6, comme 
c’est ici le cas, est de l’ordre du dix milliardiéme. La différence 
entre les taux de malades des 2 parcelles est donc hautement signi- 
ficative, et épandage de sulfate d’ammonium, seul facteur diffé- 
renciant les 2 parcelles, est responsable de la nette augmentation 
du taux d’endémie. 

4° Influence du facteur « D.D.T. ». Nous avons utilisé le D.D.T. 
en tant qu’insecticide, ce rdle pouvant élre efficaco au cas oti la 
population insecte du so] contribuerait 4 la dissémination du Virus, 
ou méme a Vinoculation des plants. 1’insecte n’interviendrail pas 
icl comme agent vecteur spécifique d’un Virus dont la transmis- 
sion par insectes n’a jamais été constatée jusqu’a maintenant, 
mais comme auteur possible de lésions qui seraient autant de 
portes d’entrée pour Je Virus du sol. 

La comparaison des parcelles 2 et 3, qui different seulement 


ca | 
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par la présence ou l’absence du traitement D.D.T., indique que 
les taux de malades y sont respectivement de 5,3 p. 100 et de 
9,6 p. 100. La valeur correspondante de E étant E = 2,96, done 
supérieure a 2, ces deux taux d’endémie sont significativement 
différents, et nous devons considérer que le traitement « D.D.T. » 
a provoqué une diminution du taux d’endémie. 

Le résultat précédent ne doit étre retenu, Aa vrai dire, que pour 
les conditions propres aux parcelles 2 et 3 considérées, qui onl 
regu toutes deux l’épandage de sulfate d’ammonium. Mais, sur 
2 parcelles d’un autre champ, non mentionné ici, ou la méme 
expérience a été répélée, a l’exclusion de tout épandage de sul- 
fale d’ammonium, le méme résultat a été retrouvé. On peut done 
lui attribuer une certaine généralité. 


DiscUSSION DES RESSULTATS. 


Bien que l’expérience considérée ici soit relative 4 un champ 
donné et 4 une année seulement, il n’est pas douteux qu’elle est 
d’un poids supérieur 4 celui du fait isolé, et que le grand nombre 
des pieds d’une parcelle équivaut 4 des répétitions d’expériences. 
Nous avons, en effet, annoncé initialement que, toutes vérifica- 
tions faites, chaque parcelle présente la maladie a l'état endémique 
strict, ce qui implique dans notre esprit, que si l’on divise une 
parcelle en blocs (1), les taux d’endémie de ces blocs ne sont pas 
significativement différents les uns des autres, ni significativement 
différents du taux de la parcelle (c’est d’ailleurs ce qui a été 
vérifié A nouveau, dans le test de fidélité, en divisant en deux 
ensemble des parcelles 4 et 5). Les blocs peuvent alors étre 
considérés comme les unités d’une expérience plusieurs fois 
répétée. La seule restriction est que les conditions générales de 
climat propres a l’année et les conditions générales du milieu 
sol, propres au champ d’expérience, n’ont été envisagées qu’une 
seule fois. Toutefois, les comparaisons entre traitements ont été 
faites dans la majorité des cas sur 2 types de parcelles (ayant 
recu, ou n’ayant pas recu, le traitement sulfate d’ammonium), 
Elles ont souvent été complétées par des expériences effectuées 
dans d’autres champs. D’autre part, lorsque certains des traite- 
ments ont modifié le taux d’endémic, cette modification a tou- 
jours été — nous l’avons montré par un crilérium statistique — 
trés netlement significative. L’effet de ces traitements nous semble 
done certain. 

En ce qui concerne |’interprétalion de ces effets, deux direc- 
tions d’hypothéses sont 4 envisager. Dans la premiére, on sup- 
pose que les traitements ont agi sur le sol, considéré comme 


(1) A condition que ceux-ci ne soient pas trop petits. 
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Réservoir-Virus. C’est dans ce sens d’ailleurs qu’avait été établi 
le schéma expérimental du champ. Le sulfate d’ammonium agirait, 
par exemple, par ]’intermédiaire d’une décomposition bactérienne 
rapide des détritus de Tabac, et le D.D.T. par l’intermédiaire des 
insectes. 

La deuxiéme direction est suggérée par examen des résultats 
obtenus. On ne peut manquer d’étre frappé par le fait que la 
suppression des souches, qui enléve certainement au sol des élé- 
ments infectieux, est sans action sur le taux d’endémie ; tandis 
que parmi les deux autres traitements qui, eux, sont efficaces, 
Yun au moins, a cdoté d’une action douteuse sur le Réservoir- 
Virus, a une action certaine sur le sujet Tabac : en effet, le Trai- 
tement au sulfate d’ammonium a conféré aux plants une crois- 
sance plus rapide, ct a donné lieu a une augmentation impor- 
tante de poids 4 la récolte. D’autre part, le traitement D.D.T. 
n’a pas joué le réle escompté, en ce sens que la population 
insecte s’est révélée, cette année-la, peu importante méme sur les 
parcelles non traitées. 

Il est done possible que les traitements aient agi, non sur 
Yagent Virus, mais sur le sujet Tabac, le pourcentage des malades 
dans la parcelle étant, par exemple, en corrélation positive avec 
la vitesse de croissance du Tabac dans cette parcelle. 

C’est un fait ‘bien connu qu’une addition d’azote au milieu 
nutritif accentue les symptémes de la mosaique sur un pied 
malade ; nous avons souvent constaté que, d’une facon générale, 
les conditions qui augmentent ou ralentissent la vitesse de crois- 
sance du Tabac mosaiqué, amplifient ou atténuent également Jes 
symptomes de la mosaique. Mais les phénoménes rapportés ici 
sont différents. L’unité envisagée n’est plus le pied de Tabac, mais 
une collection de pieds, et |’augmentation ou la diminution du 
taux de malades dans une parcelle doit, pour l’instant, étre consi- 
dérée comme un phénoméne tout différent de augmentation ou 
de la diminution apportée a l’expressivité du syndrome individuel. 
Des précisions apportées 4 la définition du temps de latence pour- 
ront montrer s'il s’agit la, en définitive, de phénoménes compa- 
rables ; en effet, les résultats dont nous faisons ici état sont. rela- 
tifs 4 un relevé de malades fait sur le champ vingt-six jours aprés 
la plantation ; or, des relevés ultérieurs mettent en évidence un 
accroissement régulier de Ja quantité des malades, dont nous pou- 
vons affirmer aprés étude statistique, qu’il ne provient pas d’une 
contagion au départ des premiers malades. On peut assigner 4 
cet accroissement plusieurs groupes de causes et, parmi celles-ci, 
des études en cours nous conduisent a attacher une importance 
particuliére 4 une dispersion possible du temps de latence. 

Ces études sont destinées, en premier lieu, a éprouver une 
éventuelle corrélation entre la vitesse de croissance du Tabac et 
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le taux d’endémie et, en deuxiéme licu, A rechercher une disper- 
sion possible du temps de latence dans les conditions trés parti- 
culiéres de la contamination des pieds au moment du repiquage 
(état particulier du pied d’une part, et d’autre part, conditions 
particuliéres de l’inoculation, vraisemblablement minime). 


R&SUME ET CONCLUSION. 


L’examen de parcelles de tabac repiqué sur sol infecté permet 
d’étudier l’apparition de la mosaique dans le sens d’une analyse 
causale, toutes les fois que celle-ci est conforme a 1’ état endémique 
strict. Le taux de malades est alors un reflet fidéle et sensible 
des conditions particuliéres de la plantation ; dans des parcelles 
soumises aux mémes conditions les taux ne sont pas significati- 
vement différents : au contraire, par ]’application de certains trai- 
tements, nous avons provoqué une hausse ou une baisse signifi- 
eative du taux d’endémie. 

L’extirpation des souches aprés récolle n’a pas modifié le taux 
d’endémie dans la plantation de Vannée suivante. Un épandage 
hivernal de sulfate d’ammonium a augmenté ce taux, une appli- 
cation de D.D.T. l’a diminué. L’examen de ces résultats peut 
sexpliquer par Vhypothése d’une corrélation positive entre le 
taux d’endémie et la vitesse de croissance des pieds dans une 
parcelle. 
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Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATIONS 


PRODUCTION D’ACETYLMETHYLCARBINOL 
ET DE 2-3 BUTYLENE GLYCOL 
PAR BACILLUS CEREUS 


par Filippo DENTICE DI ACCADIA. 


Le but de ce travail est de poursuivre les recherches de Lemoigne el 
ses collaborateurs sur la production d’acétylméthylcarbinol par les 
bactéries du genre Bacillus (1) (2) et d’étudier en méme temps la pro- 
duction du butyléne-glycol. 

Pour doser ces deux composés, nous avons utilisé des méthodes nou- 
velles (8) (4) qui, sur une prise d’essai de 10 cm*, permettent de déter- 
miner 4a 5 p. 100 prés, l’acétylméthyl-carbinol et le butyléne-glycol 
dans des milieux qui en contiennent plus de 20 mg. par litre, et qui 
permettent aussi de faire des dosages dans les milieux plus dilués 
mais alors avec une précision moindre. Ces méthodes sont spécifiques 
car elles sont basées sur une modification de la réaction de Lemoigne. 

Etant donné les possibilités offertes par ces méthodes, il nous a paru 
intéressant de nous attacher en particulier 4 l’étude du Bacillus cereus, 
parce que cette bactérie ne produit que peu d’acétylméthylcarbinol ; 
certaines souches paraissent méme n’en pas produire du tout quand 
on effectue par la méthode classique la recherche de ce composé sur 
des quantités insuffisantes de milieu (1). 


TECHNIQUES EMPLOYEES ET RESULTATS OBTENUS. — Le milieu est du 
bouillon de haricots contenant 0,25 p. 100 de phosphate di-ammonique, 
0,25 p. 100 d’autolysat de levure, et 2,5 p. 100 de glucose. 


(1) M. Lemorcnz, Detarorte, Crosox, ces Annales, 1944, 70, 65. 
(2) M. Lemorcnz, Croson, Bull. Soe. Chimie biol., 1946, 28, 110. 
(3) M. Hoorrman, C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 1257. 

(4) M. Hooreman, C. R. Acad. Sci., 1947, 225, 208. 
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Le milieu stérile réparti & raison de 120 cm? par boite de Roux de 
1 litre, est ensemencé puis porté a I’étuve A 30° C. Aprés vingt-quatre 
heures, on dose l’acétylméthylcarbinol ct le butyléneglycol formés 
par les méthodes mentionnées ci-dessus. 

Les résultats obtenus sont figurés dans le tableau I. 


TaBLeEAu I, 


SOUCHES ETUDIEES 


TA19 SAS 8A13 8B4 8C2 
En milligrammes pour 100 cm’ de milieu initial : 


ARES POUT Ely. Sms 2,0 1,5 3,0 0,8 4,2 
Reet Sweet whee 4,0 2,2 3,2 0,5 0,2 


Ce tableau montre que dans les conditions décrites, les souches 
étudiées sont toutes productrices d’acétylméthylcarbinol et qu’elles 
sont toutes également productrices de butyléneglycol. Sauf pour la 
souche 8C2, la quantité de butyléne glycol est égale ou supérieure 
4 la quantité d’acétylméthylcarbinol. 

ll convient d’indiquer, ainsi que Lemoigne |’a déja fait remarquer (1), 
que les résultats obtenus dépendent beaucoup des conditions de 1’expé- 
rience. Les tableaux II et ILI donnent les résultats de deux expériences 
faites avec Ja méme souche 7 A 19 (culture en boite de Roux). 


Tas.Fau Ll. — Essai du 28 mai 41947. 


DUREE EN HEURES 
a 
10 Q5 d4 


En milligrammes pour 190 cm? de milieu initial : 
he RL NS a og ES Ek oe Lond aoe 1,4 2,0 9.5 


TapLeau Ill, — Essai du 16 juin 41947. 


DUREE EN HEURES 


a ae ay 


ae 72 120 195 
24 =e aS sporulation 


En milligrammes pour 100 em® de milieu initial : 
PRD a doe 2) 1 00D 0,2 4,4 7,5 8,0 
Qe OM of hotness (a (yet id 2,0 45 

Ces résultats prouvent tout d’abord que dans une méme expérience 
les teneurs en acétylméthylcarbinol et 2-3 butyléneglycol varient avec 
le temps ; en second lieu, qu’avec un méme milieu, les quantités de 
ces produits sont différentes dans deux expériences faites apparem- 
ment dans des conditions identiques. Nous reviendrons sur ces fails 
ultérieurement. 

En conclusion, dans les conditions décrites, toutes les souches de 
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Bacillus cereus étudiées, ont été productrices’ d’acétylméthylcarbinol et, 
sur une prise d’essai de 10 cm* seulement, ce composé a pu étre mis 
en évidence et dosé. Toutes les souches étudiées sont également pro- 
ductrices de butyléneglycol en quantités A peu prés équivalentes. Les 
résuliats dépendent beaucoup, d’ailleurs, des conditions de 1’expé- 
rience. 

Généralisant ces résultats particuliers obtenus avec B. cereus, on 
peut dire que si la production d’acétylméthylcarbinol par les bactéries 
est un phénoméne trés général, la production de butyléne glycol ne 
Vest vraisemblablement pas moins, et il y aurait lieu d’étudier sys- 
tématiquement A l’aide de cette nouvelle méthode trés sensible et 
spécifique, le métabolisme des bactéries en dosant l’un et l’autre de 
ces deux composés. 

Nous tenons A exprimer nos remerciements 4a M. le professeur 
M. Lemoigne, Chef du Service des Fermentations 4 ]1’Institut Pasteur et 
a M. M. Hooreman, pour les conseils qu’ils nous ont donnés au cours 
de ce travail. 


(Institut Pasteur, Service des Fermentations.) 


MODIFICATION DE LA COMPOSITION 
DU MILIEU DE CULTURE POUR PENICILLIUM NOTATUM 


par H. SOWRAB. 


Ces travaux ont été effectués en vue d’augmenter d’une part la crois- 
sance du Penicillium notatum et d’autre part la production de la péni- 
cilline. Il s’agit de facteurs de croissance vilaminés, 4 base de jus de 
fruits, qui agissent pleinement dans le développement et dans le pouvoir 
biochimique du Penicillium. 

Deux méthodes ont été choisies pour l’extraction du jus de fruit : 

1° Choisir des fruits sains et intacts. 

Les mettre une demi-heure dans un récipient stérile contenant de 
l’eau oxygénée. Les retirer avec une pince flambée, en tenant les deux 
cétés du fruit avec un carré de gaze stérile, par un des bouts libre 
du fruit, presser avec un vide-citron stérilisé au préalable et recueillir 
le jus dans un tube stérile. 

2° Une autre méthode consiste & recueillir entitrement le jus dans 
un verre 4 pied, en y ajoutant 3 fois son volume d’eau. 

Filtrer sur coton hydrophile ou centrifuger. 

Le liquide opalescent sera légérement chauffé A 45°, puis filtré sur 
bougie Chamberland L8. 

Le filtrat sera réparti en tubes ou en ampoules stérilisés. Cette der- 
niere méthode nous donne plus de stireté. 

Nous indiquons ci-dessous quelques uns de nos essais. 

Pour pouvoir mieux comparer le résultat de nos expériences, nous 


avons jugé nécessaire de prendre comme base le milieu de culture 
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habituellement employé dans les laboratoires américains, ainsi nous 
avons pris comme témoin la formule simplifiée suivante : 


Sgt SVG R MOTUS NGOS 8 ec ene Pa te Se ee 30 g 
WaRHOnaLerdereU aux crt fon eh baie! sc ned 0) coat eee oe. 
ie CUCOPNMSTEED Es, sh ts os ts ek ee 80 cm* 
INU Dh A Hae at As res ee de Sy woe ore est adh OOD CLIN 


Répartir en tubes ponte de Legroux, ou dans les fioles Fourneau 
de 500 cm’. 

Une solution étalon de pénicilline 4 20 U. O. par centimatre cube 
nous a servi pour titrer eee Shy eee nos jus, et nous avons obtenu 
les résultats suivants : 


Technique de dosage par la méthode de dilution (méthode Oxford). 


PREMIER ESSAI. — Milieu a la liqueur de corn steep. 

QUANTITE DEGRE PRODUCTION 
PRODUITS AJOUTES du produit ajouté |du développement de pénicilline 

p- 100 au 3¢ jour au Te jour 
Acidercitriques. 6. 2 - 0,10 SSaRsRae 4/4.000 50 U. 
Acide borique @)-). . .,% 0,13 ae 1/600 30 U. 
Citrate de soude (1). . . . 0,04 +++ 4/200 40 U. 
MémMoOIns. Lao fsere ts oles Sapa 4/400 20 U. 


(1) Nous avons pris ici l’expérience de H. Koffler et ses collaborateurs, 4 titre de 
comparaison. J. Bact., 1945, §0, 549. 


SSR TES EAE IOS DIL SP AAA EE EB EIST ELSE ELA TL 


DuuxibME ESSAI. — Milieu a la liqueur de corn steep, 
dans les boites de Legroux, contenant chacune 25 cm'® de milieu 


QUANTITE DEGRE | PRODUCTION 
; abd du produit du Are 
PRODUITS AJOUTES ents. PRN RES, ee 
en gouttes au 3° jour “J 
Ce lll af- 4/700 35 U 
Solution 4 40 p. 100 de jus de citron.; V a 1/600 30 U 
Disc x ae 1/400 20 U 
| 
eneats (1 eek, 4/600 30 U. 
Solution & 40 p. 100 de jus de tomate. Vv see 4/400 20 U 
X Jesus 1/200 410 U 
ANSIONOPUOE Bate gre oantaes oer ogra ts (uses: | + 4/400 20 U 


Ces travaux sont l’objet de nos études actuelles, afin de déterminer 
la proportion exacte et le temp optimum qui sont nécessaires a l’amé- 
lioration de la production. 
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Il est un fait certain : c’est qu’a l’examen macroscopique, les colonies 
présentent une différenciation trés nette d’aspect. 

Par exemple, dans les boiles ot l’on remarque 3 4 4 + J intensité 
du développement est rapide et précoce, les colonies forment au troi- 
sitme jour une nappe blanchatre et épaisse, qui se sporule et devient 
grisdtre au cinquiéme jour. 

Les. boites portant 1 ou 2 + restent souvent blanchatres pendant 
tout leur séjour 4 1l’étuve 22°. 


Nous remercions vivement M@™¢ Grumbach, du Service de Chimie 
thérapeutique d’avoir bien voulu nous aider pour les titrages. 


Conciusion. — I] est donc évident que les jus de fruits sont des 
substances trés favorables A la croissance rapide des champignons. 

Il est probable que les facteurs de croissance contenus dans les 
fruits, pour les moisissures, sont semblables 4 ceux d’origine orga- 
nique, pour les micro-organismes. 

Peut-¢tre désormais a cOté du mais destiné a étre l’aliment de base 
pour le Penicillium, des extraits de fruits seront-ils nécessaires pour 
augmenter la valeur nutritive et par 1a, la production des substances 
antibiotiques. 


(Institut Pasteur, Service de Microbie technique.) 


RECHERCHES SUR LES PROCESSUS BIOLOGIQUES 
D’. AMMONIFICATION DANS LE SOL 


Y 


LT ls AMMONIFICATION ET HUMIFICATION 
DES TERRAINS SABLE UX 


par J. POCHUN, Y, T; TCHAN, M"* M.-A. CHALVIGNAC et R. CHALAUST. 


Lors de la formation d’un sol, c’est-a-dire lors de la transformation 
‘progressive de la roche mére, amenée a |’état finement divisé, en un 
complexe plus ou moins humifié, la microflore joue un réle essentiel, 
précéde, accompagne et conditionne les formes plus élevées de la vie 
végétale et animale. L’étude de l’apparition des grands groupements 
physiologiques, fixateur d’azote, ammonifiant, nitrifiant, cellulolytique, 
présente un intérét capital. 

Poursuivant nos recherches sur le phénoméne d’ammonification et 
utilisant les techniques antérieurement mises au point (1), nous avons 
étudié, dans leurs processus biochimiques, les réactions de la microflore 
ammonifiante 4 l’incorporation d’une substance protéique dans le sol, 
en fonction du degré d’humification de ce sol. Pour que les résultats 
. Solent comparables, jl est nécessaire que les sols étudiés, A des stades 


(J) Pocnon et Tcnan, ces Annales, 1947, 73, 696. 
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d’humification divers, proviennent de la méme roche mére ; c’est, en 
d’autres termes, étudier l’évolution du phénoméne d’ammonification 
dans ses relations avec l’humification d'un substrat minéral originel. 

Les prélévements ont été faits 4 Ermenonville (Oise) ; un échantillon 
représente le substrat minéral a peine évolué (sable originel) ; un 
deuxiéme, le méme sable au début de son humification (sable peu 
humifié) ; un troisitme, le méme sable, trés évolué et humifié (sable 
trés humifié). Il s’agit, dans le cas choisi, d’un substrat siliceux subis- 
sant une humification a type forestier (forét de pins). 


TECHNIQUES, 


Dosage de lazote total : Méthode de Kjeldahl. 

Dosage de lammoniaque dans la terre : Barbottage d’air, privé de NH,, 
dans une suspension de l’échantillon &:létude en milieu légérement alcalin 
(carbonate de sodium), puis dans une solution titrée d’acide sulfurique ; 
dosage en retour par la soude. 

Dosage du carbone : Attaque en milieu sulfurique, aprés décarbonatation, 
par lanhydride permanganique et dosage pondéral du CO, formé; c’est 
la technique de Nardo (2) que nous avons modifiée en substituant, pour 
Yabsorption de CO,, la potasse en pastilles 4 la solution de potasse a 
50 p. 100; avec la technique originale, en effet, le passage du courant 
gazeux sec dans la solution potassique entraine une perte de poids qui 
fausse les résultats. 

Dosage de Vhumus : Décalcification par Vacide chlorhydrique, lavage, 
extraction par la soude Aa 1 p. 100, oxydation par le permanganate de 
potassium en milieu alcalin, retour en milieu acide avec un excés d’acide 
oxalique fitré, titrage par le permanganate de lacide oxalique non oxydé. 

Procédé dammonification : Terre avec sa microflore totale naturelle 
enrichie de 12 p. 1.000 de caillots de sang desséchés broyés, douze jours 
4 20°, titrage quotidien de lammoniaque dégagé (technique de Pochon 
et Tchan, loc. cit.), tracé des courbes dammonification; dosage de 
Pammoniaque retenu libre dans la terre en fin d’expérience. Dans cette 
note il est fait mention surtout des processus biochimiques et l’évolution 
bactériologique de Ja microflore n'est que sommairement indiquée. 

Au point de vue de leur degré dhumification, les 3 terrains étudiés pré- 
sentent les caractéres suivants : 


AZOTE TOTAL CARBONE RAPPORT HUMUS 


p. 1.000 p- 1.000 ON p- 1.000 
Sabletorieimel. jaye. 2. 0.085 0,5 6 0 
Sable peu humifié..... 0 29 4 43 4 
Sable trés humifié ... . 3,25 450 50 Ab 


Les courbes d’ammonification sont extrémement différentes (fig. 1). 

Ces courbes montrent, contrairement 4 ce que l’on aurait pu penser 
a priori, que plus le sol est évolué, humifié, plus le dégagement 
de NH, est minime. 

Pour interpréter ces résultats il est indispensable de rappeler que 
le dosage de l’ammoniaque dégagé n’indique que la différence entre 
Vammoniaque réellement libéré par la flore ammonifiante, d’une part, 
et ’ammoniaque immédiatement réutilisé par d’autres microorgafiismes 
(synthése protéique, nitrification) ou retenu dans le sol par voice 


(2) Narpo, Ann. Sc. Agr-, 1929, p. 9. 
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physique et chimique, d’autre part. Ce dernier processus est d’autant 
plus actif que le terrain est plus humifié ainsi que le montre le tableau 
suivant qui résume le métabolisme azoté : 


SABLE SABLE SABLE 
eriginel peu humifié trés humifié 
p. 1.000 p- 1.000 p. 1.000 
N total aprés addition de sang... 4,68 1,90 4,83 
INT camento tari mamas mie een ems 0,72 0,70 0 
NH. -retenul dans le*sole), 9) a's) ee a 20803 0,14 0,46 
N total dans le sol en fin d'expérience. 1,02 Ae 4,83 


Nous avons cherché 4 préciser le réle relatif de la réutilisation par la 


pera —@— SABLE ORIGINEL 
in ene SABLE ON A) Ene 
ii ey Sy ES HUMIFIE 
0.015 |. SABLE TRES HUMIFI 
ee - 
fee 
e@ 
exe) 
Betas, 
babhuals 
¢ | \ 
| oa 
| \ 
Q 
| \ 
0,005|. i ‘ 


wt zal ae 
6 86 10 12 14 16 18 20 


microflore et de la rétention de l’ammoniaque par voie physique et 
chimique. Dans ce but, pour chaque échantillon, du sable a été enrichi 
directement en ammoniaque (2,5 p. 1.000) aprés division en deux lots : 
un de sable stérilisé 4 l’autoclave, un de sable « vivant » contenant sa 
microflore naturelle totale ; puis, aprés incubation de dix jours a 25°, 
nous avons titré V’armmoniaque dégagé et l’ammoniaque retenu dan 
le sable, libérable 4 froid par CO,Na,. 

Dans ces conditions, on constate “tout d’abord que le dégagement 
direct d’ammoniaque dans Vatmosphére est d’autant plus faible que 
le sable est plus humifié; ce qui corrobore les résultats obtenus avec 
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le sang. En ce qui concerne la fraction d’ammoniaque retenue dans le 
sable, on note que |’exiraction par barbottage en milieu alcalin entraine 
une quantité beaucoup plus faible dans les lots non stérilisés que dans 
les lots stérilisés.. C’est donc que dans ces sables non _ stérilisés, 
« vivants », possédant la microflore totale du sol, une partie importante 
de l’ammoniaque est retenue, réutilisée par la microflore, métabolisée 
dans des complexes organiques, vraisemblablement protéiques. C’est 
la démonstration expérimentale des considérations théoriques exposées 
plus haut sur le double mécanisme de rétention par voie chimique 
et par voie biologique. C’est aussi l’explication du parallélisme entre 
le taux d’humification et le taux de rétention de l’ammoniaque : qu’il 
s’agisse de rétention par voie biologique (réutilisation) ou par voie phy- 
sique et chimique, les deux mécanismes sont d’autant plus actifs que 
le sable est plus humifié. 

Si Von considére la microflore elle-méme, nos expériences montrent, 
contrairement a ce qu’il était possible de penser a priori, que les micro- 
organismes ammonifiants existent aussi bien dans le sable originel que 
dans les sables peu ou trés humifiés puisque les processus d’ammoni- 
fication y sont aussi actifs ; cependant les impressions sur lame 
indiquent qu’ils sont beaucoup moins variés, morphologiquement, dans 
le sable originel ; en particulier les Actinomycétes et les Champignons 
y sont presque absents alors qu’ils sont au contraire nombreux dans 
le sable trés humifié. 3 

D’un point de vue pratique, les faits qui viennent d’étre exposés 
indiquent que si l’on cherche, dans un but cultural, & hater les pro- 
cessus d’humification d’un sol sableux, il est nécessaire, avant d’uti- 
liser les engrais azotés, d’augmenter la teneur en carbone du sol, le 
rapport C/N, par enfouissement de substances riches en carbone (tissu 
végétal, paille, fumier, fumier artificiel...), afin d’obtenir ultérieure- 
ment un rendement appréciable d’utilisation des engrais azotés et 
éviter les pertes trop importantes d’azote sous forme ammoniacale dans 
l’atmosphére. En effet, nos expériences montrent que ces pertes 
s’élévent. respectivement A 42 p. 100 dans le sable originel, 33 p. 100 
dans le sable peu humifié et 0 p. 100 dans le sable trés humifié. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


ETUDE DU METABOLISME CARBONE DU SOL 
PAR LA MICROSCOPIE DIRECTE 


par Y. T. TCHAN. 


Si le sol peut étre considéré comme un organisme vivant (1) il doit 
également étre possible d’étudier.son métabolisme. Laissant de cdté 
la respiration du sol et le cas particulier de l’assimilation chlorophyl- 


(1) J. Pocnon, Y. T. Tcwan, Précis de Microbiologie du sol, 1947. Mono- 
graphie de l'Institut Pasteur, Masson et C's. 
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lienne du CO, par les algues, nous n’envisageons ici que le métabo- 
lisme du carbone organique. Ces processus de dégradation de molé- 
cules correspondent assez bien A la digestion et a l’assimilation dans 
le régne animal. En effet, si des organes et enzymes spécialisés assurent 
dans ce régne ces fonctions physiologiques, ce sont des groupements 
spécialisés de microorganismes qui en sont responsables dans le sol. 

L’étude de ces groupements, au sein de la microflore totale du sol, 
peut étre faite par la microscopie directe avec une technique trés 
simple (2). Pour chaque échantillon de terre et pour chaque matiere 
carbonée en expérience, on moule deux plaques de terre, ]’une addi- 
tionnée de la matitre carbonée, l’autre, témoin, sans addition. On 
étudie la microflore par l’impression sur lame. 

L’examen des plaques témoins nous renseigne sur l’activité de base 
de la microflore autochtone (Winogradsky) et donne une image de ce 
que l’on pourrait appeler le métabolisme basal du sol. L’étude de 
plaque additionnée de matiére carbonée permet au contraire de décrire 
les groupements de microorganismes, zymogéne (Winogradsky), grou- 
pements doués d’une véritable fonction physiologique au sein du sol. 


I. — MicrRoOFLORE AUTOCHTONE DE BASE, 


La flore varie avec les échantillons de terre. Ce sont des microbes 
vivant en colonies microscopiques et des. Actinomycétes qui peuvent 
devenir dominants si on prolonge l’observation. Les protozoaires jouent 
certainement un réle mais leur nombre n’est jamais trés grand. C’est 
l’image obtenue avec les terre de: Rothamsted (3) et de Garches. Les 
champignons sont un peu plus nombreux dans les échantillons de 
Garches que dans ceux de Rothamsted qui sont en général trés épuisés 
par des années de culture sans engrais complet. 

1] faut surtout signaler une terre (Milly [M. et L.1) ot J’on a cultivé 
du ricin sans engrais depuis une vingtaine d’années et ow la flore autoch- 
tone semble dominée par des bacilles longs, flexueux, de forme myxo- 
bactérienne. 

Pour les terres de forét, de prairie, ou ]’>homme n’intervient qu’acci- 
dentellement, assez riches en humus, les Champignons et les Actino- 
mycoétes sont de beaucoup les plus actifs. 


IJ. — GROUPEMENTS PHYSIOLOGIQUES ZYMOGENES, 


1° Dégradation des polyosides. — a) Cellulose : Winogradsky (4) a 
rencontré de grandes difficultés quand il a voulu étudier ce processus 
en raison de sa technique qui utilise des dilutions et des centrifuga- 
tions. Les cellules sont trop mélangées pour pouvoir étre décelées. Par 
notre technique nous avons parfaitement mis en évidence la présence 
de Cytophaga dans la terre ot 1’on a ajouté une suspension de cellulose 
bien broyée. 


b) Amidon : Nous n’avons pas pu observer la pullulation des microbes 


(2) Y. T. Towan, ces Annales, 1947, 73, 695. 

(3) Nous remercions le professeur THornton et le Dt Nutman qui ont bien 
voulu nous faire parvenir les terres de Rothamsted. 

(4) S. Winocrapsxy, ces Annales, 1929, 43, n° 5. 
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du type Amylobacter, ni de bacilles gommeux, comme les avait vus 
Winogradsky (5). Ce sont surtout des Actinomycetes parfaitement fruc- 
tifiés que nous avons renconirés. 

c) Gomme arabique : Nous avons constaté une flore composée prin- 
cipalement par des Actinomycétes et des Champignons. Il n’y a pas de 
dominance bien nette. 

2° Dégradation des noyaux benzéniques et, hétérocycliques. — 

a) Acide benzoique : Dans notre terre de Garches, l’addition de ce 
corps provoque la pullulation des Azotobacter. Mais, quand la terre est un 
peu plus riche en azote, les moisissures semblent assez actives. 

®) Acide salicylique : Des moisissures et des bacilles trés fins et trés 
petits apparaissent. Nous n’avons pas constaté la prolifération des 
Azotobacter. 

¢) Camphre : Cet antiseptique, introduit dans la terre A l’état de 
vapeur, a provoqué une pullulation trés rapide et trés abondanie de 
bacilles trapus, groupés en colonies. Nous avons isolé quelques souches 
sur le silico-gel. 

d) Tanin : Il semble que la destruction des tanins soit l’ceuvre de 
nombreux germes. Des bactéries de formes assez variées, des Actino- 
mycétes et des,Champignons sont trés abondants. 

e) Résine : La dégradation de ce produit complexe est réalisée dans 
les terrains sableux (forét de pins) par des coccobacilles de trés petite 
taille. Ces germes sont assez faciles a isoler sur du silico-gel avec la 
résine comme matiére organique. 


Ii]. — LEs ALCcOOLS ET LES ACIDES NON CYCLIQUES. 


a) Formiate de sodium : Nous avons constaté la pullulation de cocco- 
bacilles trés courts, presque en coccus, et de bacilles gréles granuleux. 
Si l’on prolonge l’observation on constate une prolifération trés abon- 
dante de protozoaires (Amibes). 

b) Acétate de sodium : Nous n’avons pas trouvé les bacilles sporulés 
ni les Spirochétes décrits par Winogradsky. Par contre les coccobacilles 
et les Champignons semblent actifs. 

¢) Butyrate de sodium ou de calcium : I] faut noter particulitrement 
la terre ayant servi 4 la culture du ricin, déja citée. C’est le seul échan- 
tillon qui nous a donné une pullulation d’Azotobacter. Le fait est 
plutét une exception. Les autres échantillons nous ont donné des 
colonies dé bacilles sporulés et des moisissures. 

d) Propionate de sodium : Ce sont des bacilles trés petits, parfois 
bipolaires. 

e) Ricinoléate de sodium : Surtout des Champignons. 

f) Alcool méthylique : Des coccobacilles vacuolés. 

g) Alcool éthylique: Si la terre est riche en azote, présence de 
diplocoques ; si elle pauvre en azote, celle d’Azobacter. 

h) Alcool butylique. Il semble que les microbes responsables de sa 
dégradation soient assez variés. Nous avons vu un grand nombre de 
formes sans dominance vraiment décisive. | 


(5) S. Winocrapsxy, [Ve Congrés International de Microbiologie, Paris, 
1947. 
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CONCLUSION. 


Les divergences entre les résultats obtenus et ceux de Winogradsky 
proviennent vraisemblablement du fait que nous avons travaillé sur 
des échantillons de terre différents et peut-étre, aussi, que la micro- 
flore totale ne réagit pas toujours de la méme facon sur silico-gel addi- 
tionné de matiére énergétique et au sein du sol, comme nous l’avons 
déja montré dans le cas précis des acides volatils (6) et de la pullu- 
lation des Azotobacter. 

L’étude de cette liste déjd longue de corps ternaires nous montre 
qu’il y a une sorte de spécificité des groupements de microorganismes 
zymogénes responsables du métabolisme de chacun de ces corps. Chaque 
fois qu’un corps ternaire est apporté au sol, ce n’est pas l’ensemble de 
la microflore qui est stimulé, mais un groupement physiologique  spé- 
cifique. Plusieurs groupements peuvent d’ailleurs se succéder jusqu’a 
utilisation compléte de la substance ou jusqu’’ |’élaboration de corps 
stables de réserve entrant dans des complexes variés et qui ne seront 
qu’ultérieurement et lentement métabolisés. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


ETUDE DE FUS/FORMIS POLYMORPHUS (Knorr) Bergey. 


par A.-R. PREVOT et M. PEYRE. 


En 1923, Knorr a décrit sous le nom de Fusobacterium polymorphus 
un fusiforme Gram-négatif anaérobie, qu’il avait isolé de la cavité 
buccale, caractérisé par sa grande taille et son polymorphisme. Sa 
description est tres sommaire et comme cette espéce n’a donné lieu a 
aucune étude complémentaire, son individualité est restée fort dou- 
teuse, A tel point qu’en 1940, il ne figura que sous toute réserve dans 
la classification des anaérobies (1). Nous venons d’en étudier une 
souche « 226 1 » isolée en 1928 d’un cas d’appendicite aigué, qui était 
restée indéterminée depuis cette époque dans notre collection. 

La morphologie de notre souche est sensiblement celle qui lui est 
assignée dans la description originale : bdtonnet effilé polymorphe ; 
sa longueur est cependant moins accentuée : 5 4 6 y, ; par contre, elle 
est un peu plus large : 0,7 y. Elle présente également des filaments 
trés longs, des renflements, des formes ondulées, les sphéroides sont 
petits et rares. \ 

La physiologie est exactement celle décrite par Knorr. Nous la 
complétons par les caractéres suivants : grande longévité (dix-neuf 
années en collection) et un haut pouvoir réducteur: le rouge neutre 
et la safranine sont réduits. Les caractéres culturaux suivants sont 
4 ajouter A sa description: en gélose VF profonde glucosée, sans 
sérum, les colonies sont nettement lenticulaires, dépourvues de petites 
colonies satellites, comme en gélose au sérum. Absence de gaz et 


(6) J. Pocnon et Y. T. Tonan, ces Annales, 1947, 73, 37. 
(1) A. R. Prévor, Manuel de classification des anaérobies, 188. 
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d’odeur dans les milieux. Le bouillon glucosé est uniformément 
troublé. La gélatine n’est pas liquéfiée; le lait est partiellement 
coagulé. Les protéines coagulées (blanc d’ceuf, sérum, fibrine) ne sont 
pas attaquées. Le glucose et le lévulose seuls sont fermentés. Les 
nitrates ne sont pas réduits en nitrites. 

La fermentation du bouillon) VF glucosé 4 1 p. 100 produit NH, : 
0,037 g. p. 100, traces d’SH,, grande quantité d’indol, amines vola- 
tiles, cétones, aldéhydes, acétylméthylcarbinol. L’acidité volatile totale 
atteint 0,097 p. 100 et consiste en un mélange d’acides acétique et pro- 
pionique (proportion 10 p. 1) avec des traces d’acide formique. Pas 
d’acide fixe. _ 

Le pouvoir pathogéne de notre souche est nul pour le cobaye et la 
souris. Elle ne secréte ni toxine, ni hémolysine. 

Systématique. — Il s’agit bien d’un fusiforme, puisque tous les 
caractéres morphologiques de ce genre sont présentés par cette espice. 


_ Au sein de ce genre, elle se distingue nettement de F. fusiformis, qui 


est sérophile, gazogéne et fétide ; de I’. biacutus, qui est gazogéne et 
coagule le lait; de F. vescus, qui est un tout petit fusiforme non 
gazogene, liquéfiant la gélatine, et de F. nucleatus, morphologique- 
ment caractérisé par ses 2 corpuscules nucléaires, ses cultures flocon- 
neuses et malodorantes. Néanmoins, Fusiformis polymorphus présente 
un caractére commun avec une des especes susdites : F. biacutus, qui 
a le méme type fermentaire acéto-propionique (bien que la proportion 
soit inverse : trois parties de propionique pour une partie d’acétique). 

Ainsi donc, l’individualité de F. polymorphus est bien établie ; elle 
apporte une preuve de plus que le genre Fusiformis comprend de nom- 
breuses espéces qu’il s’agit de bien discerner et de bien caractériser 
par des descriptions précises. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


RECHERCHES SUR LA PRODUCTION DES PHENOLS 
PAR LES BACTERIES ANAEROBIES 


par A.-R. PREVOT et R. SAISSAC. 


La production des phénols par certains germes aérobics et anaé- 
robies facultatifs a été signalée par divers auteurs: Giacomo (1), 
Dobrowolski (2), Berthelot (3), Rhein (4), Hanke et Kossler (5), et 
étudiée particulisrement pour le groupe E. coli. Em ce qui concerne 
les anaérobies, Rhein a décelé la présence de phénol dans les cultures 
de Pl. tetani et Pl. pseudotetanicum (6), de paracrésol dans celles de 


(1) Giacomo, C. R. Soc. Biol, 1909, 2, 720. 

(2) Dosrowotsk1, ces Annales, 1910, 24, 595. 

(3) Bertnetor, ces Annales, 1918, 32, 17. 

(4) Rurin, Biochem. Zeilschr., 1917, 84, 246. 

(5) Hanke et Korsster, J. biol. Chem., 1924, 59, 855 et 867. 
(6) Rue, C. R. Soc. Biol., 1921, 84, 561. 
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Cl. cresologenes (7), Loris Melikoy (8), celle de phénol dans les cultures 
aI. satellitis. 

On recherche couramment l’indol dans les cultures bactériennes, 
mais non les phénols. Ces derniers sont en effet plus difficiles 4 carac- 
tériser, la plupart de leurs réactions étant génées par la présence des 
autres produits du métabolisme bactérien. En étudiant les anaérobies 
des sols d’Afrique, nous avons trouvé de nombreuses souches donnant 
les réactions du phénol, mais comme toutes ces souches produisent 
4 la fois une grande quantité d’indol, il était nécessaire d’éliminer 
celui-ci. A cet effet nous avons adopté l’une des deux méthodes indi- 
quées par Macé (9), méthode qui offre de plus l’avantage de réaliser 
une concentration de la solution dans laquelle on recherche les 
phénols : elle consiste & effectuer une premiére distillation en milieu 
acide, A alcaliniser par de la lessive de potasse le distillat obtenu, puis 
a le redistiller presque en totalité. On sature le résidu par un courant 
de CO,, et on redistille presque jusqu’a siccité. Si le dernier distillat 
contient des corps phénoliques, il donne une coloration rouge avec le 
réactif de Millon. Pour déterminer la nature de ces corps, nous avons 
effectué toutes les réactions suivantes, réactions classiques comme 
celles au Cl,Fe : avec le phénol, coloration bleu violet, avec le p.crésol, 
coloration bleue, puis trouble; a l’eau de brome : avec phénol et 
p.crésol un précipité blanc, soluble dans la potasse (dans le cas du 
p.crésol, la solution obtenue est rose). 

Par addition d’ammoniaque puis d’eau de brome avec le phénol : 
coloration bleue passant au rose par addition d’acides minéraux ; avec 
le p.crésol, pas de coloration. 

La réaction indiquée par Frieber (10), trés sensible pour le phénol, 
négative pour le p.créso] (réaction n’ayant lieu que si la position en 
para est libre) ; elle consiste 4 oxyder en milieu alcalin, par l’hypo- 
chlorite, un mélange de phénol et de chlorhydrate de ponnnppneae. 
il y a formation d’indophénol de couleur bleue. 

Par copulation en milieu alcalin avec le chlorure de l’acide diazo- 
benzéne sulfonique, coloration jaune pour le phénol, rouge pour le 
p.crésol., 

Dans la réaction avec formol et SO H,, coloration rose pour le phénol 
verte pour le p.crésol. 

Dans la réaction de Melzer modifiée par Deichmann (11) avec SO,H, 
et benzaldéhyde, le phénol produit A froid une coloration jaune qui 
devient brun rouge 4 chaud, puis par refroidissement et alcalinisation, 
violette ; avec le p.crésol, pas de coloration. 

Ces deux derniéres réactions n’ont de valeur qu’aprés élimination 
de l’indol, qui donne, sauf dans la derniére partie de la réaction de 
Melzer Deichmann, les mémes colorations que le phénol. 

Enfin, les réactions de Ware (12) qui sont spécifiques du phénol 


(7) Ruein, C. R. Soe. Biol., 1922, 87, 575. 
ES Meuixov, C. R. Soe. Biol. 1911, 70, 865. — C. R. Soe. Biol. 1913, 
(9) Mace, Traité de bactériologie, 4, 340. 
(10) Frieser, Zentralbl. Bakt., 1921, 86, 58. 
(11) Dercumann, Ind. Eng. Chem. Anal., 1944, 46, 37. 
(12) Ware, Analyst., 1927, 52, 335. 
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et de Vorthocrésol. (Notons A propos de 1’o.crésol que dans toutes les 
réactions précédentes, 1l’o.crésol donne les mémes résultats que le 
phénol, sauf dans la réaction au Cl,Fe : avec l’o.crésol, la coloration 
passe en quelques minutes au vert brundtre). La réaction de Ware 
consiste 4 traiter en milieu chlorhydrique concentré la solution 4 iden- 
-tifier par un mélange de nitrite et de nitrate, ou de nitrite seul en 
quantité trés petite. Les colorations obtenues avant et aprés addition 
du mélange 4 de l’eau ammoniacale sont tout a fait caractéristiques 
du phénol et de 1’o.créso! ; elles sont différentes pour ces deux corps 
et ne se produisent pas pour les autres phénols. 

Toutes ces réactions sont extrémement nettes quand on les effectue 
sur le dernier distillat, obtenu comme il a été dit plus haut. Notons 
que l’on ne peut pas employer l’autre méthode que Macé indique 
pour la recherche des phénols (méthode plus simple que la précé- 
dente : on distille en milieu acide et dans le distillat neutralisé par 
CO,Ca on recherche le phénol par la réaction au Cl,Fe) car méme en 
utilisant comme milieu de culture un bouillon non glucosé, on est 
géné par la présence dans le distillat d’acides organiques provenant 
de la fermentation des acides aminés, et donnant avec Cl,Fe colora- 
tions et précipités. On est donc obligé d’utiliser la méthode compre- 
nant les trois distillations successives décrites plus haut. 

Les cultures dans lJesquelles nous avons trouvé du phénol prove- 
naient des anaérobies dont voici la liste. Nous avons noté dans le 
méme tableau certains des caractéres culturaux et biochimiques de 
ces germes. 

Quant au p.crésol, nous n’en avons trouvé jusqu’ici que dans la 
culture de Cl. corallinum, souche T, R. = 

Nous pouvons remarquer que les germes qui produisent du phénol, 
germes appartenant A des genres divers, présentent entre eux certains 
caractéres communs: ils produisent tous de l’indol, ainsi que nous 
l’avons déja dit ; ils ne sont pas protéolytiques, ne réduisent pas les 
nitrates en nitrites, ont tous, sauf un, le méme type fermentaire : 
production d’acide acétique et butyrique, sauf Ja souche A,E, qui pro- 
duit acide propionique et butyrique. L’action sur les glucides est 
variable. Cependant la plupart d’entre eux n’ont qu’un faible pouvoir 
glucidolytique. — 

Les cultures étaient faites en milieu VF glucosé et non glucosé, et 
Agées d’au moins quatre jours. Nous avons caractérisé le phénol aussi 
bien dans les cultures en bouillon VF glucosé A 2 g. p. 1.000 et 
10 g. p. 1.000 que dans le méme milieu non glucosé. Rhein trouvait 
également que pour le tétanique et le pseudo-tétanique, la présence 
de sucre ne modifiait pas la production de phénol. Au contraire, il est 
4 noter que dans le domaine des aérobies et anaérobies facultatifs les 
divers auteurs ont montré que cette présence provoquait une dimi- 
nution de la production de phéno] ou méme sa disparition, et Rhein 
spécifie que pour E£. coli var. phenologenes cette disparition se pro- 
duit seulement en présence du sucre attaqué par la souche. 

_ Ici, pour la souche A 20 R, qui seule fermente énergiquement le 
glucose, comme pour les autres, la production de phénol est restée la 
méme, que le milieu soit glucosé ou non. 

Pour les différents germes que nous avons étudiés, les quantités de 
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phénol variaient de 0,040 g. A 0,070 g. par litre de culture en 
milieu VF glucosé 4 2 g. p. 1.000. Le dosage a été effectué par bromo- 
métrie. 

Berthelot (13), puis Rhein (14) ont étudié la formation du phénol 
aux dépens de la tyrosine. Nous avons constaté A nouveau que l’addi- 
tion de cet acide aminé dans le milieu de culture provoque une ‘tres 
forte augmentation de la quantité de phénol. Nous avons dosé celui-ci 
dans deux cultures du méme germe, l’une en milieu VF sans tyro- 
sine, l’autre en milieu VF additionné de 2 g. de tyrosine par litre ; 
nous avons trouvé dans la premiére 0,043 g. de phénol par litre, dans 
Ja deuxiéme 0,290 g. ; ceci dans des cultures de quatre jours. Dans les 
mémes cultures, plus anciennes, vingt et un jours, les quantités n’ont 
pas été supérieures dans l’un et l’autre milieu. 

Nous avons réalisé la méme expérience pour la production du 
p.crésol. Il faut remarquer que les résultats sont beaucoup moins 
concluants que dans le cas du phénol. Les différences que nous avons 
pu observer entre les quantités de p.crésol produites en milieu addi- 


tionné de tyrosine ou non et ensemencé avec Cl. corallinum ont été 
faibles. 


EN 6 JOURS _EN 9 JOURS 
0,022 g. p. 41.000. 0,040 g. p. 4.000 dans Te milieu sans tyrosine. 
0,045 g. p. 1.000. 0,055 g. p. 1.000 dans le milieu sans tyrosine: 
ConcLusions. — Pour rechercher les phénols dans les cultures d’anaé- 


robies, nous avons adopté la méthode de Macé qui permet d’éliminer 
les produits du métabolisme bactérien en présence desquels on ne 
peut effectuer les réactions des phénols. Pour déterminer la nature de 
ces phénols, en particulier différencier le phénol des crésols, les prin- 
cipales réactions que nous avons effectuées sont: la réaction du Cl,Fe, 
la réaction de Frieber, la copulation avec un diazoique, les réactions 
avec SO,H, et formaldéhyde, SO,H, et benzaldéhyde et les réactions 
de Ware. 


Nous avons trouvé parmi les anaérobies des sols d’Afrique, 8 souches 
produisant du phénol, souches répondant aux espéces: Clostridium 
butyricum, Inflabilis teras, Acuformis dubilatus et Plectridium carnis ; 
et nous avons caractérisé le p.crésol dans la culture de Cl. corallinum. 


Nous remercions vivement MM. G. Cohen et B. Nisman de l'aide 
qu’ils nous ont apportée dans ce travail. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


(13)-BertHELoT, C. R. Acad. Sci., 1917, 164, 196. 
(14) Ruem, Biochem. Zeitschr., 1918, 87, 123. 


4430 ANNALES DE L’INSTITUT. PASTEUR 


MICRODOSAGE CLINIQUE DES ANTIBIOTIQUES 
ADAPTATION A UNE METHODE 
DERIVEE DE LA « SLIDE CELL » 


DE LA TECHNIQUE GLUCOSE-P.S.P. - 


(NOTE PRELIMINAIKE) 


par Y. CHABBERT et B. SUREAU. 


Le dosage de la Pénicilline ou de la Streptomycine en clinique, dans 
les liquides organiques et plus particuli¢rement dans le sang, ne pré- 
sente un intérét que s’il est sulfisamment répété pour permettre I’éta- 
blissement de Ja courbe des concentrations dans |’inlervalle de deux 
injections. Cette courbe, qui présente de grosses variations individuelles, 
permet d’étre fixé sur les périodes pendant lesquelles on maintient un 
taux thérapeutique suffisant. Mais on se heurte a l’ennui d’avoir a effec- 
tuer des ponctions veineuses répétées chez un méme malade et a la 
difficulté de recueillir suffisamment de sang au cours de |’expérimen- 
tation sur de petits animaux. Un microdosage ne nécessitant que quel- 
ques gouttes de sang est donc souhaitable. Dés 1942, une méthode dite 
de la « Slide Cell » a élé. décrite par Fleming (1) ; elle consistait A déli- 
miter des petits compartiments sur une lame de verre avec des bandes 
de papier paraffiné ; on recouvrait ensuite d’une seconde lame et on 
lutait les tranches a la parafine pour rendre les compart'ments étanches. 
Aprés avoir d’abord utilisé l’observation directe de la croissance micro- 
bienne en comptant le nombre de colonies développées dans les cellules, 
Fleming utilisa ensuite une méthode hémolytique (2) avec un strep- 
tocoque comme germe test. I] nous a semblé intéressant de reprendre 
cette méthode en modifiant et en simplifiant la préparation des cel- 
lules et en utilisant non plus le principe de l’hémolyse qui donne des 
résultats souvent irréguliers et difficiles 4 lire mais celui de la méthode 
glucose-phénol-sulfone-phtaléine, beaucoup plus sensible et plus 
stable (8). 

Tecunique. — Le sang est recueilli au lobule de l’oreille ou au doigt, 
aprés ponction avec un vaccinostyle, dans la portion capillaire d’une 
Pipette Pasteur. Le diamétre intérieur de cette portion doit étre de 
1,5 mm. environ et sa longueur de 70 mm. Elle est ensuite coupée et 
les deux extrémités scellées & la flamme. Apres coagulation elle est 
centrifugée 4 grande vitesse pendant dix minutes au moins, la_por- 
tion de sérum utilisable est alors d’& peu prés 50 mm3. La coagulation 
rendant la centrifugation difficile, il est préférable de rincer la portion 


(1) A. Freminc, Lancef, 20 juin 1942, 4, 782. 
(2) A. Freminc, Lancet, 1944, 2, 620. 


(3) B. Suneau, F. Derin et O. Scrimr, ces Annales, 1946, 72, 665 ; Y. CHas- 
BERT et B. Sureau, ibid., 1947, 73, 1142. 
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capillaire avec un anticoagulant (liquoid de préférence) et d’aspirer le 
sang ensuite. 

Préparation des celiules. — On intercale entre deux lames porte objet 
ordinaires une petite feuille de: buvard de méme taille qu’elles dans 
laquelle on a découpé six rectangles de 8 mm. sur 20 mm., et que l’on 
a trempé dans un bain de vaseline fondue. 

Le buvard utilisé doit étre mince, de 3/10 de mm. environ ; le décou- 
page des rectangles peut se faire soit avec un emporte-piéce soit avec 
un scalpel en appliquant sur une feuille de buvard un modéle établi 
en carton ou en aluminium. On peut en préparer une grande quantité 
& V’avance, les stériliser et les conserver dans une boite contenant de la 
vaseline. Au moment du dosage il suffit de faire chauffer la boite jus- 
qu’a liquéfaction commengante de Ja vaseline. Pour préparer un dosage 


CeHtules 
Ae 50 mms 


Buvaroi 
Aexio™perlare 


elvasehine 


4ame 
porée 
objet 


on applique la feuille de buvard sur une lame légérement chauffée dans 
la flamme d’un bec Bunsen. Les cellules sont remplies comme nous 
verrons plus loin et l’on applique ensuite une seconde lame chauffée 
comme la premiére ; les buvards peuvent étre récupérés ; on évite par 
cette technique la pose des bandes de papier et le lutage du pourtour, 
ce qui réduit considérablement le temps d’exécution. 

Remplissage des cellules. — Les manipulations 4 ]’intérieur des cellules 
se font avec une micro-pipette de 100 mm* graduée tous les 25 mm%. 
La méthode de titrage utilisée est une méthode de dilution utilisant le 
principe de la méthode Glucose-P. S. P. On réalise des dilutions crois- 
santes. du milieu a titrer avec de }’eau physiologique et on ajoute une 
quantité égale de milieu contenant du Glucose et de la Phénol-Sulfone- 
Phtaléine -préalablement ensemencé avec un germe test. Le milieu uti- 
lisé est du sérum humain dont le pouvoir bactériostatique mesuré au 
préalable doit étre nul. 


Seynahinh Ba) BCR oa Se SOG) okee Dele ia louraae Me tie Air gieane 5 cm’. 
GutCOSews Onna OO RM st coe) ele N eit ai geciiccleplel. «.'0) 00 sdise X gouttes. 
By Sa PaO App pa OOME tc kae ues ce sa hae rie! =) © ee II gouttes. 


L’ensemencement se fait avec V gouttes d’une dilution au 1/100 d’une 
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culture de 24 heures de slaphylocoque H, d’Oxford. Ce germe peul étre 
utilisé comme test aussi bien dans les dosages de pénicilline que de 
streptomycine en raison de sa sensibilité. 

Pour les deux dosages nous utilisons la méme série de dilutions, 


de 2 en 2 : 1/2 — 1/4 — 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/64 qui donne des 


chiffres suffisants en clinique. Comme a l’ordinaire on compare une 
gamme étalon réalisée dans les mémes conditions avec la gamme du 
liquide a titrer. 


Premier temps, — On dépose 25 mm® d’eau physiologique dans les 
cing dernitres cases. 
Deuziéme temps. — On dépose 25 mm?’ de milieu a titrer, ou de 


pénicilline (ou streptomycine) amenée & un taux convenable, dans la 
premiére case et autant dans la seconde ; on mélange et on reporte 
25 mm de celle-ci dans la troisitme ; on mélange et ainsi de suite jus- 
qu’a la sixiéme. 

Troisiéme temps. — On ajoute 25 mm de milieu Glucose-P. S. P. 
préalablement ensemencé dans toutes les cases. 

En raison des difficultés pour effectuer les mélanges dans les cellules, 
on peut utiliser cette variante qui donne des résultats beaucoup plus 
réguliers. On dépose 25 mm* dans un petit tube & hémolyse ef on 
y ajoute 25 mm d’cau physiologique ; on réalise ainsi une premiére 
dilution au 1/2 dont on porte 25 mm.® dans la deuxiéme case. I] reste 
encore dans le tube 25 mm auxquels on ajoute de nouveau 25 mm* 
d’eau physiologique ; on a ainsi une dilution au 1/4 dont on porte 
25 mm dans Ja troisitme case. On opére ainsi jusqu’a la sixiéme. I] ne 
reste plus qu’d ajouter 25 mm* de milieu glucose-P. §. P. dans toutes 
les cases pour obtenir les dilutions cherchées. 


[ETABLISSEMENT DES GAMMES FETALONS. — a) Dosage de la pénicilline. — 
On réalise les dilutions comme plus haut avec une pénicilline préalable- 
ment amenée au titre de 1 U. O. par centimétre cube. Le virage doit 
se faire entre le 1/32 et le 1/64. 

b) Dosage de la streptomycine. — On utilise une streptomycine 
amenée au titre de 20 gamma par centimétre cube. Le virage doit 
aussi se faire entre le 1/32 et le 1/64. 

La lecture se fait aprés dix-huit heures pour la pénicilline et vingt- 
quatre heures pour la streptomycine. Le calcul se fait en prenant la 
moyenne entre les chiffres obtenus en divisant le titre de la derniére 
dilution non virée de la gamme étalon par le titre de la derniére 
dilution non virée du sérum & titrer d’une part et le titre de la 
premiére dilution virée de la gamme étalon par le titre de la premiére 
dilution virée du sérum a titrer d’autre part. 

La sensibilité et la précision de cette méthode sont analogues a ceux 
de la méthode glucose-P. §. P. réalisée dans les tubes A hémolyse et 
répond largement aux besoins de la clinique. 
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CARACTERES ANATOMO-PATHOLOGIQUES 
DE LA POLIOMYELITE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS BLANCHE (SOUCHE LANSING) 


par J. VIEUCHANGE. 


L’analogie des lésions anatomo-pathologiques observées chez la souris 
infectée de poliomyélite (souche Lansing) avec celles de Ja maladie 
naturelle de V’homme ou expérimentale du singe a été établie par 
Lillie et Armstrong (1). 

Les études sur la souche Lansing faites par C. Levaditi (2) et par 
G. J. Stefanopoulo (8) ont confirmé l’existence de cette analogie. 

Au cours de l’examen histologique systématique du névraxe des sou- 
ris utilisées pour 1’étude de cette souche (4) nous avons fait certaines 
constatations qui viennent a l’appui des observations antérieures. On 
peut retrouver en effet tous les types de lésions décrits classiquement 
chez ’ homme ou le singe: lésions inflammatoires périvasculaires avec 
ou sans congestion des vaisseaux; présence d’hémorragies dans le 
parenchyme ; réaction méningée ; lésions interstitielles diffuses, for- 
mant parfois des foyers plus ou moins étendus et méme de véritables 
petits nodules ; destruction des cellules nerveuses particuliérement au 
niveau de la substance grise de la moelle, avec nodules poliomyélitiques 
caractéristiques (images de neuronophagie). 

Mais il faut insister sur les différences qui opposent Je tableau 
anatomo-pathologique rencontré dans la maladie humaine ou dans la 
maladie expérimentale du singe au tableau observé chez la souris. 

C’est d’abord la moindre intensité des lésions de la poliomyélite de 
Ja souris : la réaction méningée est relativement rare ; si elle existe 
elle est trés discréte. De méme les manchons périvasculaires sont peu 
importants. Les lésions inflammatoires sont principalement intersti- 
tielles et diffuses. En tout cas, on trouve rarement groupées au complet 
toutes ces lésions ; elles sont le plus souvent isolées, plus rarement 
elles sont associées chez le méme animal. 

Un des caractéres les plus notables de ces lésions anatomo-patholo- 
giques concerne leur répartition le long du névraxe. 

G. J. Stefanopoulo et ses collaborateurs ont déja signalé « qu’elles 
n’intéressent souvent qu’une petite partie de la colonne médullaire, 
2X un niveau d’ailleurs assez variable ». L’examen du matériel que 
nous avions A notre disposition nous permet de confirmer cette notion. 
Chez de nombreux animaux, le névraxe ne présente pas de lésions a 
tous les niveaux examinés (5). Dans certains cas, la moelle est altérée 


(1) R. D. Litre et Ch. Armstrronc, Publ. Health Rep., 1940, 55, 718. 

(2) C. Levanitr, Bull. Acad. Méd., 1941, 124, 418. 

(3) G. J. Sreranopouto, S. Duvoton et J. ETEvE, ces Annales, 1942, 68, 

(4) J. Vievenance, ces Annales, 1946, 72, 446. ) 

(5) Rappelons que le cerveau (région de la corne d Ammon), la moelle 
cervicale, la moelle dorsale et la moelle lombaire ont fait l'objet d’examens 
histologiques systématiques. 


f 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 37, n° 11, 1947. WG 
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alors que le cerveau ne l’est pas. Inversement le cerveau peut étre le 
siége d’altérations neuroniques alors que les fragments de moelle 
soumis 4 l’examen histologique paraissent indemnes. Plus fréquents 


Fie. 2. 


Fic. 4 et 2. — Souris paralysée le cinquiéme jour aprés l’inoculation (para- 
lysie de la patte antérieure gauche), coupes de la moelle €piniére dorsale a 
deux niveaux trés rapprochés. 


encore sont les cas dans lesquels la moelle, trés allérée A certains 
niveaux, est normale ou presque normale & d’autres. 

Ces niveaux peuvent d’ailleurs étre tras rapprochés et ces différences 
anatomo-pathologiques peuvent s’observer dans des segments trés limi-. 
tés de la moelle (fig. 1 et 2). 
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Parfois également, seul un cdté de la moelle présente des lésions. 

Rappelons un caractére important. La durée plus ou moins longue 
de la période d’incubation n’a aucune influence sur le caractére ou 
Vintensité des lésions : celles-ci présentent des caractéres identiques 
quel que soit le délai d’apparition des paralysies. 

Signalons enfin qu’a de trés rares exceptions prés, il nous a été 
impossible d’établir une relation quelconque entre les signes cliniques 
observés et les lésions anatomo-pathologiques. 

En conclusion, si les altérations névraxiques de la souris infectée de 
poliomyélite (souche Lansing) reproduisent les types de Iésions clas- 
siques, par certains caractéres (diversité de l’association de ces différents 
types, répartition inégale le long de l’axe cérébro-spinal, entr’autres), 
elles s’opposent nettement aux lésions observées dans la maladie 
naturelle de ‘homme, ou dans la maladie expérimentale du singe. 


Unstitut Pasteur, Service des Virus.) 


SUR LA RECEPTIVITE DU RAT DU COTON 
(SIGMODON HISPIDUS HISPIOUS) 


AU VIRUS POLIOMYELITIQUE (SOUCHE LANSING) 
par J. VIEUCHANGE et M* P, DESCOLA. 


Nous avons étudié les caractéres de la maladie expérimentale du rat 
du coton (Sigmodon hispidus hispidus) a la suite de l’inoculation du 
virus poliomyéliltique (souche Lansing) isolé par Ch. Armstrong. (1) 

Nous avons comparé le pouvoir pathogéne de la souche entretenue 
sur souris au laboratoire (2). et celui d’un échantillon de virus prove- 
nant directement du laboratoire du D™ Armstrong (8). 

Trois passages ont é1é effectués avec la souche entretenue a |’Institut 
Pasteur et deux avec le virus de Bethesda. 

Pour vingt et un animaux inoculés, la période d’incubation a été de 
quatre jours au minimum. Le plus long délai observé a été de cent huit 
jours. La durée moyenne de l’incubation a oscillé entre cing et dix 
jours. Elle est donc beaucoup plus fixe que chez la souris. Chez un seul 
animal on a vu s’installer une paralysie flasque, du type décrit par 
Armstrong. Neuf ont succombé sans qu’on ait pu observer de signes 
prémonitoires. Trois se sont montrés réfractaires a Vinoculation. Huit 
ont présenté des signes nerveux non paralytiques. 

On observe alors des crises convulsives, seules ou associées a des 
troubles de l’équilibre ; des mouvements de manége, spontanés ou pro- 
voqués, s’exergant toujours dans le méme sens ; des mouvements 
ataxiques. A un stade d’évolution plus avancé, |’animal est couché sur 


(1) Ch. Armstrrone, Publ. Health Rep., 1939, 54, 1719. 

(2) J. Veucnanor, ces Annales, 1946, 72, 446. 

(3);Nous prions M. le Dr Armsrrone de vouloir bien agréer nos plus vifs 
remerciements, 


= 
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le flanc et les pattes sont animées, par intervalles, de mouyements de 
pédalage, soit spontanés, soit provogués, les réflexes de défense étant 
conserves. 

Ce tableau de la maladie expérimentale contraste donc neitement 
avec le tableau classique des paralysies. 

Notons que l’unique paralysie observée s’est développée chez un des 
animaux du premier passage effectué avec la souche entretenue sur 
souris & l'Institut Pasteur. 

Avec le matériel envoyé par le D™ Armstrong, aucun des sigmodons 
inoculés n’a présenté de paralysie : les symptémes nerveux observes 
ont été, dans tous les cas, des crises convulsives et des signes ataxiques. 

Chez les souris témoins, signalons qu’avec le virus entretenu au 
laboratoire quelques paralysies typiques ont été observées — trés rare- 
ment, il est vrai. : 

Chez les souris inoculées avec le virus entretenu a Bethesda, aucune 
paralysie n’est survenue. Une seule d’entre elles a présenté un tableau 
morbide résultant de l’association de signes paralytiques et de signes 
ataxiques avec crises convulsives. 

Au point de vue anatomo-pathologique, on retrouve soit dans le cer- 
veau, soit aux différents niveaux de la moelle, les lésions classiques de 
poliomyélite observées par R. D. Lillie et Ch. Armstrong (4). De plus, 
bien que l’examen du cervelet n’ait pas été pratiqué systématiquement, 
nous avons trouvé, sur les coupes étudiées, des lésions intéressant 
d’une part la zone des cellules de Purkinje, et d’autre part celle des 
cellules granulaires. Les cellules de Purkinje sont sphériques ou ova- 
laires et semblent avoir perdu leurs prolongements. Leur protoplasme 
est devenu acidophile, vacuolisé ; la périphérie est granuleuse ; fré- 
quemment le noyau est détruit ; quand il est encore visible, la chro- 
matine est raréfiée ; le nucléole a parfois disparu. Il y a une réaction 
névroglique pouvant aboutir 4 des images de neuronophagie. On note 
également une atteinte des cellules granulaires. Ii existe en de nombreux 
points une réaction a petites cellules rondes, vraisemblablement de 
nature microglique. 

Ces altérations des cellules de Purkinje, cette satellitose et ces lésions 
des cellules granulaires traduisent l’atteinte des cellules cérébelleuses 
par le virus. 

Ces caractéres cliniques et anatomo-pathologiques conférent A la 
poliomyélite du rat du coton une physionomie particuliére. Cette modi- 
fication des caractéres de ]a maladie expérimentale a probablement été 
déja notée par R. D. Lillie et Ch. Armstrong (5), qui désignent les symp- 
tomes observés chez un rat du trente-sixitme passage par le simple 
mot « rolling ». 

Mais, devant la fréquence avec laquelle nous avons observé, chez le 
sigmodon, ces troubles de ]’équilibration, on peut se demander s‘il ne 
s’agit pas d’une variation qualitative du virus. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


(4) RR. DY tmmevet (Oh: Armstronc, Publ, Health Reps A040 55.5: 
(5) R. D. Littm et Ch. Armsrrone, Publ. Health Rep., 1940, 55, 718. 
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NOTE COMPLEMENTAIRE (1) 
SUR LA RECEPTIVITE DU SINGE CALLITRICHE 
(ATHIOPS SABAUS) 


A LA SOUCHE « LANSING » DE VIRUS POLIOMYELITIQUE 
ENTRETENUE SUR LA SOURIS 


par J. VIEUCHANGE et M"* P. DESCOLA. 


En collaboration avec G. J. Stefanopoulo, nous avons antérieurement 
rapporté les résultats de 1’étude de la virulence de la souche Lansing 
de virus poliomyélitique pour le singe callitriche, Cercopithecus aethiops 
sabaeus (1). 

Rappelons que la souche entretenue sur la souris avait été inoculée 
par voie intracérébrale au singe. Cette inoculation avait déterminé 
apparition d’une névraxite dont les caractéres cliniques et anatomo- 
pathologiques nous avaient permis d’affirmer la nature poliomyélitique. 

Toutefois, la recherche du virus dans le névraxe du callitriche et 
dans différents organes, que nous avions effectuée par inoculation A la 
souris, avait fourni des résultats entiérement négatifs. 

Nous nous sommes demandé si, pour la recherche du virus, 1’utilisa- 
tion d’un animal test différent de la souris et reconnu sensible & |’infec- 
dion poliomyélitique, permettrait d’obtenir des résultats positifs. En effet, 
grace a la courtoisie du D* C. H. Andrewes qui nous avait donné en 
janvier 1946 un couple de départ, nous avons eu la possibilité de faire 
un petit élevage de rats du coton (Sigmodon hispidus hispidus), variété 
de rongeurs utilisée par Armstrong pour l’adaptation de la souche 
Lansing aux muridés. 

Nous avons, dans cette expérience, recherché la présence de virus 
dans des fragments du névraxe du callitriche prélevés sur |’animal 
sacrifié agonisant. Les fragments placés 4 la glaciére 4 + 4° dans la 
glycérine tamponnée ont été conservés pendant sept cent quatre-vingt- 
douze jours : du 10 mai 1944, date du prélévement, au 11 juillet 1946, 
date des inoculations. Les zones étudiées ont été le cerveau, la moelle 
‘cervicale, la moelle dorsale, la moelle lombaire. Chaque fragment a 
servi A préparer une suspension 4 1 p. 20 dans l’eau physiologique. 
Chaque suspension fut inoculée respectivement 4 deux rats du coton 
et cing souris. Pendant la durée de l’observation un certain nombre 
d’animaux succombérent A des infections intercurrentes, ce qui a 
réduit sensiblement le nombre des animaux pratiquement utilisables 
pour l’appréciation des résultats. 

L’inoculation au rat du coton et a la souris de ce matériel névraxique 
a déterminé chez quelques rats du coton l’apparition d’une maladie 
soudainement mortelle, s’accompagnant de lésions histologiques du 
névraxe (Moelle cervicale : un rat mort le trente-cinquiéme jour aprés 


(1) G. J. Sreranopouto et J. Vreucnancr, ces Annales, 1946, 72, 463. 
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Vinoculation ; moelle dorsale : deux rats morts les vingt-neuviéme et 
trente-septiéme jours). Chez quelques souris témoins, ce méme maté- 
riel d’inoculation a déterminé, soit la mort de Vanimal aprés une 
incubation silencieuse d’une durée plus ou moins longue (avec con- 
lréle histologique positif), soit, dans un cas, l’apparition de paralysies 
lypiques. 

Cerveau : 3 souris mortes les douzi¢me, scizitme et soixante- 
septiéme jours apres inoculation. 

Moelle cervicale : 1 souris morie le cinquante-troisiéme jour. 

Moelle lombaire : 2 souris mortes les septiéme et deux cent vingt- 
septidme jours. 1 souris sacrifiée paraplégique le cent quaranti¢me jour. 

Contrairement A ce que nous avions supposé, le rat du coton ne s’est 
pas révélé beaucoup plus réceptif que la souris blanche. 

Si l’on groupe les résultats obtenus, on voit que toutes les zor:cs 
névraxiques é6tudiées contenaient du virus : cerveau, moelle cervicale, 
moclle dorsale et moelle lombaire. 

A s’en tenir aux résultats obtenus chez la souris, cette expérience 
s’oppose d’une fagon particuligrement frappante aux premiers essais 
que nous avions effectués en collaboration avec G. J. Stefanoepoulo. 

A quelle cause cette discordance est-elle due? Nous ne pouvons que 
mentionner les facteurs qui ont varié au cours des deux essais 

1° Virus. — Les fragments de névraxe du singe ont été conservés en 
elycérine deux a six jours lors de la premiére expérience, et pendant 
sept cent quatre-vingt-douze jours pour la seconde. 

2° Animauaz tests. — Nous ne pouvons affirmer que les souris étaient 
de méme provenance. 

3° Les deux essais ont été réalisés 4 deux périodes de l’année diffé- 
rentes : dans Je premier cas, les inoculations ont été pratiquées en 
mai ; dans le second essai, en juillet. 

Conciusion, — Un nouvel essai effectué en vue de la recherche du 
virus dans le névraxe du callitriche Mthiops sabaeus infecté de virus 
poliomyélitique, souche Lansing, a abouti A des résultats positifs. Cette 
recherche a élé effectuée en utilisant concurremment le rat du coton 
(Sigmodon hispidus hispidus) et la souris blanche. La présence de 
virus a été mise en évidence 4 tous les niveaux du névraxe : cerveau, 
moelle cervicale, moclle dorsale et moelle lombaire. La virulence du 
systéme nerveux du singe est une preuve supplémentaire de Ja nature 
poliomyélitique de Vinfection expérimentale qui avait été déterminée 
par inoculation intracérébrale du virus adapté a la souris. Ces résultats 
montrent que, malgré les passages sur le rat du coton et Ja souris 
blanche, cette souche de virus poliomyélitique conserve son pouvoir 
pathogéne pour le singe. 


Unsiitul Pasteur, Service des Virus.) 
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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LE VIBRION CHOLERIQUE 


¥. — ABSENCE 
DE POUVOIR ANTIGENIQUE DE LA SUBSTANCE HYPOTHERMISANTE 
DE LA TOXINE CHOLERIQUE 


par Jean GALLUT et Pierre GRABAR. 


Aprés avoir démontré ]’existence dans la toxine cholérique de deux 
fractions différentes (1, 2, 3) : lune de nature glucido-lipido-protidique 
s’identifiant 4 l’antigéne cholérique O, complexe a trés grosse molécule 
(d > 100 mu) @effet pathogéne entérotrope congestionnant, l'autre 
substance de nature encore indéterminée, & molécule relativement 
petite (d < 4 m,) produisant chez la souris de V’hypothermie sans 
signes congestifs viscéraux ; nous avions cherché dans nos précédents 
travaux (4, 5) & mettre en évidence le pouvoir antigénique de la frac- 
tion hypothermisanie. 

Rappelons que cette deuxitme fraction, obtenue tout d’abord par 
ultrafiltration, n’est pas neutralisée par le sérum anti-toxine totale ni 
le sérum anti-antigéne O qui neutralisent la premiére. 

Le sérum des lapins injectés par voie intraveineuse avec la toxine 
ultrafiltrée, c’est-a-dire ne contenant plus que Ja fraction toxique Aa 
petite molécule, n’avait pas montré non plus de propriétés neutrali- 
santes pour cette fraction hypothermisante. 

D’autre part, le sérum de ces mémes lapins anti-ultrafiltrat est doué 
de propriétés précipitantes vis-a-vis de l’ultrafiltrat méme, ainsi que 
vis-a-vis de la toxine brute et aussi, quoique 4 un moindre degré, vis- 
a-vis de l’antigéne O. Si cette derniére précipitation semble indiquer 
que les préparations de toxine contiennent des substances protidiques 
présentes dans l’ultrafiltrat, par contre, les sérums- anti-ultrafiltrat, 
pas plus que les sérums anti-toxine essayés, n’ont montré de propriétés 
neutralisantes vis-a-vis de la substance hypothermisante. 

Nous étions donc fondés A nous demander si cette substance était 
bien un antigéne, ou seulement un antigéne trop faible pour que les 
animaux aient pu réagir aux quantités injectées ; les précipitations 
observées avec les sérums anti-ultrafiltrat devant dans ce cas étre impu- 
iées aux protéides atoxiques contenus dans 1|’ultrafiltrat. 

La suite de nos recherches (5) nous avait mis en possession d’une 
nouvelle technique d’extraction de la substance hypothermisante par 
voie chimique permettant de l’obtenir avec une purification notable 


(1) J. Ganzut, ces Annales, 1943, 69, 123. 

(2) J. Gattur et P. Grapar, ces Annales, 1943, 69, 250 et 307. 
(3) P. Grapar et J. Gattut, C. R. Acad. Sci., 1943, 247, 559. 
(4) J. Gattur et P. Grapar, ces Annales, 1945, 74, 83. 

(5) P. Grapar et J. Gantur. ces Annales, 1945, ike Pale 
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et, de plus, le produit étant sous forme d’adsorbat nous pouvions 
espérer qu’il serait plus antigénique. Nous avons donc repris nos essais 
d’immunisation des animaux par la fraction hypothermisante de la 
toxine cholérique. 


Expéiriences. — Les résultats rapportés précédemment (4, 5) avaient 
été obtenus en employant les sérums de lapins préparés par yoie intra- 
veineuse aux doses et au rythme déja indiqués. 

Ces sérums comprenaient 

1° Des sérums anti-ioxine totale (toxine préparée suivant la tech- 
nique N. Bernard et Gallut [6]). 

2° Des sérums anti-antig¢ne O (technique A l’acide trichloracétique). 

3° Des sérums anti-ultrafiltrat (membrane A pores de 2R = 220 My,)- 

Dans les expériences que nous rapportons ici, nous nous sommes 
servis de sérum de lapins préparés par injection de la substance hypo- 
thermisante obtenue par précipitation de la toxine cholérique totale 
par l’ammoniaque a pH 8,5 (adsorbée sur du phosphate de calcium). 
Les animaux ont recu cette fraction toxique par voie intraveineuse a 
raison de 6 doses croissantes, administrées 4 quatre jours d’intervalle, 
correspondant pour la premiére a 1 cm* et pour la sixiéme 4 10 cm* 
de toxine brute. La saignée a été faite huit jours aprés la derniére 
injection. 

Nous avons ainsi injecté a six lapins la substance hypothermisante 
4 des doses trés importantes et répétées. 

Cependant, comme précédemment également, les résultats ont été 
négatifs. 

Voici quelques détails de nés expériences : le sérum était injecté dans 
le péritoine des souris une heure avant les fractions toxiques, aux doses 
de 0,5 et 1 cm’. Les souris ayant recu la substance hypothermisante 
sous forme d’ultrafiltrat sont mortes dans les mémes délais et avec les 
mémes basses températures que les témoins. Quant aux souris ayant 
recu la toxine brute, elles sont mortes également, mais toutefois avec 
un certain retard sur les témoins : retard qui a permis de mettre en 
évidence avec une netteté remarquable les effets hypothermisants de 
la deuxiéme fraction toxique (voir tableau). 

Parallélement avec ces essais sur le pouvoir protecteur du sérum de 
lapins, nous avons expérimenté sur les rats et les souris : nous avons 
préparé par voie intraveineuse 2 rats (5 injections de 0,5 A 2 cm3) 
et 10 souris (5 injections de 0,1 & 0,5 cm) avec la toxine ultra- 
filtrée (2 R = 200 my). 

Le sérum des rats aussi bien que celui des souris, A l’encontre. de 
celui des lapins ayant subi la méme préparation, n’a donné aucune 
précipitation ni avec l’ultrafiltrat, ni avec la toxine totale. De plus, 
les animaux ainsi préparés n’ont pas résisté A une inoculation 
d’épreuve : la moitié d’entre eux ayant recu une dose mortelle de ]’anti- 
gene O, les autres une dose mortelle de la fraction hypothermisante, 
tous sont morts dans les mémes délais que les témoins. 


DiscUSsION DES RESULTATS. — Ces expériences confirment doublement 
les précédentes. 


(6) Noél Bernarp et J. Gattut, C. R. Soe. Biol., 1943, 137, 10 et 11. 
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Essai du pouvoir protecteur du sérum 55-56 (anti-fraction hypo- 
thermisante purifiée) vis-a-vis de la toxine cholériquc totale et 
ultrafiltrée. . 


Oo oO 
Ge 3 TEMPERATURE DES SOURIS es 
= ee HS en degrés ear} 
sie Sog aS) 
SUBSTANCES 3 2 Bas <x 
injectées as 288 oe wi ai PE: PE: Bg 
S| “98 ES | Bs | se) 8 | Bs | Be 
r= z) = = a 
ese i aes nes 
4 22 + 2/2 
Toxine ultraflltrée 1 24,3] + 
(2R = 200 my) 0,8 | 26,4) + 2/2 
concentrée x 10. Pe alecome| 28ye0|met: 
0,25 | 26,4] 27,5|37 | 36,9 | 36 0/2 
0,: 28 mano uae eoU oy lou Sten 
0,5 4 23120 oot ) 2/2 
ne : 20,5} + j 
: 0 15 20,6 P 
Toxine ultrafiltrée 0/5 0°3 24° 205 ui ete 
+ sérum. 4 0,5 33,7| 92,7] + | 2/2 
n 0,5 |32 .|30,8]49,5|23 | 2244 
4 0,2 29,9 | 32,3 | 34,5 |} 30,8 a8 0/2 
| 4 0,1 | 36,4 | 36,2 | 37,2 | 31,9 | 30 | 
1 32,2 | 32 * 9/2 
Toxine totale. 4 83 | 32,5) + 
0,5 34,5 | 28,3) - 2/2 
| 0,5 33.2 3907. | eae | % 
; \ 0,5 iT 96,9|29 | 24,4] 22 Be 1/2 
Toxine totale 0,5 4 29 | 29,2 | 29),5,| 25,0 | 30,6 
+ sérum. / 0,5 0,5 |37,6/37,3/20 | 24,5) + 2/2 
0,5 0,5 | 32,2|30,9127,5) 22,5} + A 
p { SY F037 8 138 T37,6 mee 3 
eee 38° | 37°9 | 38,2| 37,6 | aT8¢ 0/2 
i] 


(1) La fraction indique par son dénominatenr le nombre d’animaux injectés et par son 
numérateur le nombre d’animaux morts. 
(2) Le signe + signifie mort. 


D’une part, les lapins injectés avec la fraction hypothermisante, 
méme purifiée et concentrée, ne font pas d’anticorps protecteurs pour 
cette fraction. Il semble toutefois que le mode de préparation par voie 
chimique n’offre pas, pour la séparation dés deux fractions toxiques, 
la méme garantie absolue que l’ultrafiltration, puisque le sérum des 
lapins préparés contre la fraction hypothermisante obtenue chimique- 
ment manifeste un léger pouvoir protecteur contre la fraction anti- 
géne O. 

Cependant, dans le précipité ammoniacal de la toxine brute, l’anti- 
gene O ne persiste qu’a l’état de traces, mais Grabar et Oudin (7) tra- 


(1) P. Grasar et J. Oupin, ces Annales, sous presse. 
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vaillant avec le bacille typhique, ont montré que des quantités infimes 
d’antigéne O, de l’ordre de 0,1 +, suffisent 4 mettre en évidence des 
anticorps spécifiques chez le lapin. 

D’autre part, si les expériences pratiquées chez le lapin confirment 
Vabsence de pouvoir antigénique de la fraction hypothermisante, on 
pourrait toutefois objecter qu’elles ne concernent qu’une espéce ani- 
male. Or on sait maintenant que le lapin ne réagit pas a l’injection de 
certaines substances (hapténes polyosides par exemple) qui sont anti- 
géniques pour d’autres animaux. I] était donc indiqué de poursuivre 
nos essais sur des especes plus favorables telles que la souris et le rat. 
On a vu que ceux que nous avons tentés ont été entitrement négatifs. 


En résumé : Les résultats observés chez le rat et la souris viennent 
renforcer ceux fournis par le lapin. Nous estimons donc désormais 
que la fraction hypothermisante de la toxine cholérique n’a pas de 
pouvoir antigénique : les conclusions immunologiques confirment 
ainsi les conclusions immunochimiques que nous avons précédemment 
exposées. f 

(Laboratoires des Instituts Pasteur Coloniauz 
et Service de Chimie microbienne, Institut Pasteur, Paris.) 


TITRAGE DE LA STREPTOMYCINE 
DANS LE SANG ET LE LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 


par Yves CHABBERT et Bernard SUREAU. 


Les traitements modernes par les antibiotiques nécessitent, pour peu 
que l’affection soit grave ou le traitement prolongé, le contréle cons- 
tant du laboratoire ; certaines recherches, qui, au cours d’un traite- 
ment pénicilliné apportent des indications précieuses s’avérent indis- 
pensables avec la streptomycine, produit relativement toxique, ct 
capable d’entrainer de la part des germes qu’il combat une accoutu- 
mance trés rapide et trés marquée. 

fl importe en particulier de contréler le passage de la streplomycine 
dans le sang et le liquide céphalo-rachidien, et de s’assurer de son 
élimination normale par les urines. 

La clinique impose un certain nombre de facteurs particuliers : 
nécessité de faire le dosage sur une petite quantité de sérum, nécessité 
aussi d’avoir en main une technique simple, facile, rapide, pour per- 
mettre de multiplier facilement les examens. Par ailleurs, il est 
évident que la méthode doit étre fine et sensible. 

Nous proposons un dosage biologique basé sur la technique des 
dilutions, calqué sur celui que nous avions préconisé ici méme pour 
le dosage de la pénicilline (1) ; il consiste A ensemencer une série de 
tubes de culture contenant des doses croissantes de streptomycine avec 


tle Surgau, Frangoise Derin et Odile Scuurr, ces Annales, 1946 
, 665. 9 iy 
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un germe dont on cherche 4 intuber Ja croissance ; pour rendre le 
dosage plus facilement lisibie nous ajoutons A chaque tube quelques 
gouttes de sucre et I gouite d’un indicaleur de pH; si le germe, le 
staphylocoque par exemple se développe, le sucre est fermenté et 
Vindicateur vire. 

Nous avons étudié une trentaine de souches différentes, parmi les- 
queHes des colibacilles, des B. sublilis, des B. proteus, un bacille lac- 
lique, des en!érocoques, un streptocogue hémolytique, une douzaine 
de staphylocoques. Deux seulement se sont montrées suffisamment 
sensibles & la streptomycine : un slreptocoque hémolytique « Ducom » 
dont le développement est inhibé par 2 y au centimetre cube et le 
staphylocoque « Oxford » par 0,44 unités de streptomycine ; nous 
avons confirmé par des dosages en. série que l’adjonction de glucose 
au bouillon de culture ne modifie pas les résultats du dosage. 

Aprés avoir employé pour quelques dosages l’association glucose 
teinture de tournesol, & pH 7,6, nous avons en définitive préféré le 
uitrage en présence de glucose et de phénol-sulfone-phtaléine 4 pH 8,4, 
plus rapide et plus net, dont les résultats sont d’ailleurs identiques 
a ceux Obtenus par les autres méthodes. L’emploi de P. S. P. faci- 
lite en outre la lecture dans les cas de titrage sur des sangs Iégérement 
hémolysés. 

Le virage d’un indicaleur de pH approprié facilite la lecture des 
résultats, mais d’autre part, aussi, il sensibilise et stabilise le dosage, 
et par conséquent cn augmente la précision. Nous avons pratiqué de 
nombreux essais comparatifs par dilutions, d’une part sur bouillon 
simple & pH 7,6, d’autre part sur houillon-glucose-tourneso] & pH 7,6 
et sur bouillon glucose-P.S. P. & pH 8,4. Sur bouillon simple, la- 
souche de staphylocoque Oxford n’est sensible qu’A 1,8 unité en 
moyenne ; Ja moyenne des écarts est de 33 p. 100, avec, comme chiffres 
extrémes, une fois 78 p. 100, une fois 58 p. 100, trois fois+52 p. 100, etc. 

Le titrage sur milieu glucose-P. S. P. raméne la sensibilité du staphy- 
locoque a 0,44 unités, ct la marge d’erreur a 18 p. 100 (avec comme 
chiffres extrémes deux fois+40 p. 100, tous les autres dosages ayant 
donné des écarts de + 16 p. 100). 

Cette précision est A peine inférieurc A celle obtenue avec les dosages 
de pénicilline (2), puisque dans ceux-ci elle oscille entre 12 et 16 p. 100. 


<P CT A ET EE TE I ST TY 


NUMERO DES TUBES 
Hs: of 2 S 4 5 6 7 8 8) 10 
Eau physiologique (en gouttes). . . 1 TD ye EE Bede UV eV biel eV NOU Tig = EEX 
Streptomycine (a 2,5 y par cm’) . .; X | IX | ViL[] VIE} VE} V | IV HI iT I 
Milieu bouillon-glucose-P.S.P ...} X | X 2 te 90 he Bs eS eS lees 
AIT X: CRY teeter a eect seh oa . . .(4,95)4,12} 4 |0,87) 0,75) 0,62)/0,50/0,37/ 0,25 | 0.42 
a uagore AAs VIE IMD | io Serica ee Pe toe .| 3/41 9/8| 4 | 1/8] 3/4} 5/8} 1/2] 3/8 | 4/4 | 4/8 


(2) Yves Cuassent, Contribution 4 Vétude du dosage de la pénicilline en 
clinique. Application de Ja méthode B. Surrav. Thése, Bordeaux 1947, 
Imp. Péchade. 
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Elie est largement suffisante quand il s’agit d’un dosage clinique, 
auquel on demande, en pratique, de mesurer des concentrations en 


Eau physiologique (en goultes). . . . 
HHUGUACS ULE DUN oe aos eee «> ee 
LiGMide ae tire a Use Or ets ee 0) ele as 
Milieu bouillon-glucose- pig poli, He. 
itive ain aller. Cea were es Sees Lae 


sek ae 


Nl 

1 Q 3 4 5 6 7 
Lyte Miss pally di lA ea) oe 

XU 1S e LV | la ts lial eee a 
x | wie | xeon ee 
1/2 | 9/20) 2/5 | 7/20] 3/40 | 4/4 ) 4/5 | 


streptomycine supérieures 4 l’unité, et habituellement comprises entre 
3 et 12 unités. Il est évident que dans ces conditions un écart de 0,5 a 


2 unités — écart permis par le dosag 
déduction clinique possible. 


En pratique, toutes nos dilutions de milieu a titrer sont faites en 
eau physiologique ainsi que les dilutions de streptomycine ; 4 chaque 
tube on ajoute X gouttes d’une solution de glucose en eau peptonée 
contenant la P. S. P., ensemencée préalablement avec une dilution au 
1/100 dune culture de vingt-quatre heures en bouillon de staphylocoque 
Oxford (3). La solution glucose P.S.P. est préparée de la facon suivante : 


Glucose a 30 p. 100 
Dasa wo perl. 000 
Hatapepton Gays. sued viet ae-aty 


ohaot ete: Manes as bes) al eR eee Re 0) Helen 


ch eo Tse Reueet Be UEs as; 


La gamme étalon répond au tableau ci-dessous 
Normalement ]’étalon vire au tube n° 8, la P. S. P. passe du rose 


franc au jaune citron. 


XX gouttes. 
X gouttes. 
7 cm* environ. 


Les dilutions de sérum, de plasma ou de liquide céphalo-rachidien 


sont préparées ainsi : 


Bien entendu il n’est pas utile de préparer en entier la gamme ci- 
dessus pour chaque dosage : on choisit, selon la dose administrée telle 
ou telle portion de cette échelle qui correspond a la concentration habi- 
tuellement obtenue dans le milieu étudié ; dans d’autres cas on peut 
par un dosage préalable effectué en ne préparant qu’un tube sur trois, 


localiser la zone de virage de la P. S. P. 


Notons en passant que les dosages de streptomycine nécessitent un 
milieu plus riche que les dosages de pénicilline ; c’est pourquoi nous 
ajoutons X gouttes de milieu bouillon-glucose-P. S. P. 

La teneur en streptomycine du milieu A titrer est obtenue de la facon 
Suivante : on multiplie la premiére dilution virée de 1’étalon par l’in- 
verse de Ja derniére dilution non virée du milieu a titrer ; on prend 
la moyenne entre les deux chiffres obtenus. La lecture se fait aprés vingt 
4 vingt-quatre heures d’étuve. Elle est facilitée par le virage, trés net, 


(3) Il gouttes de culture de staphylocoques au 


indiquée ci-dessous. 


1/100 pour la quantité 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 4145 


au jaune de la P. S. P. La méthode est sensible 4 0,44 unité par cm’. 
Ce titrage peut se faire sur le sérum ou le plasma, sur le liquide 


it 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 i il IV V Vis} | Vilas Voy oa 
x Xe taVilte VIL | VE V lV ll iI I 
x X x x Xx Xx bs ¥ x x x 
0 | 4/20 | 41/32 | 9/320) 4/40 | 7/320 | 3/160 |-4/64 | 4/80 | 3/320 | 4/160 | 4/320 


SS SS SS SS SSS SS A SC SS SRE SEAN 


céphalo-rachidien, et plus généralement sur tous les milieux stériles ; 
on peut éventuellement l’appliquer aux urines ou a n’importe quel 
exsudat, & condition de stériliser préalablement ces milieux par passage 
sur filtre Seitz. 


(Travail du laboratoire de VHépital de UVInstitut Pasteur.) 


ESSAIS DE VACCINATION DU COBAYE 
CONTRE LA PNEUMOPATHIE 
A PARTIR DU VIRUS FORMOLE ET PHENIQUE 


par P. DESAULLES et R. LAMY. 


InrRopUcTION. ~- Dans deux études successives, P. Lépine, V. Sautter 
et R. Lamy ont fait part, en 1943 ect 1945 (1) de Visolement d’un virus 
d’une infection spontanée du cobaye. Du fait de Ja constance des 
lésions pulmonaires, ce processus a été nommé par eux ; pneumo- 
pathie du cobaye. 

Du fait de la fréquence des infections inapparentes dans les élevages 
et du fait qu’une injection queclconque est capable de rendre cette 
affection apparente, évolutive et mortelle (2), il mous a paru intéres- 
sant de rechercher dans quelles conditions on pourrait immuniser le 
cobaye a l’égard de cette infection. Nous nous sommes adressés en 
premier lieu & des suspensions d’organes virulents inactivés par action 
chimique en nous inspirant des multiples techniques utilisées actuel- 
lement pour les essais d’immunisation active contre les maladies a 
virus. 

Les expériences dont nous résumons ici les résultats portent sur 
l’emploi d’une suspension d’organes virulents broyés inactivés chi- 
miquement, sans modification physique du milieu ot se produit cette 
inactivation. 


(1) P. Lérrve et V. Saurrer, ces Annales, 1945, TA, LORE 
(2) P. Lene, V- Saurrer et R. Lamy, C. R. Soc. Biol., 1943, /437, 317. 
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Nous avons cherché a savoir d’une part, si le vaccin préparé a 
partir du broyat de foie et de rate virulents alténué par des. anti- 
septiques posséde un pouvoir immunisant, d’autre part, si le vaccin 
est encore capable de déclencher une forme fruste de la maladie. 


TECHNIQUE DE PREPARATION DES SUSPENSIONS VACCINALES. — On part de 
suspension de foies et de rates broyées immédiatement aprés le pré- 
lévement sur des cobayes sacrifiés au moment de la décroissance brusque 
de température qui préctde de peu la mort au huitit¢me ou neu- 
viéme jour aprés l’inoculation sous-cutanée de 1 cm? de suspension 
virulente de pneumopathie & 1/20 environ. C’est le moment,ot fa 
pullulation des germes de sortie ne s’est pas encore produite. Les 
organes sont broyés stérilement ct pesés. On leur ajoute ensuite de 
Veau physiologique stérile en quantité suffisante pour faire une sus- 
pension 4 1/10 et on porte le flacon pendant trente minutes dans un 
agitateur mécanique. Cette suspension est ensuite répartie dans des 
fioles de Fourneau et on ajoute du formol dans deux des fioles et du 
phénol pur dans la troisitme et cela en quantités suffisantes pour 
obtenir Jes taux suivants : 


Aldéhyde Hiei s os 4) 0j2fet\ 0,5 p.400, dans. les fioles4.et 2. 
PHGNOL nc ce > ah ge ticees Gayl spesl 00, dams lasholess: 


Les fioles sont agitées pendant quinze minutes puis placées A la gla- 
ciére A + 4° pendant quarante-huit heures. Aprés en avoir vérifié Ja 
stérilité (bouillon, bouillon glucosé en tube de Hall, gélose au sang) 


3 


les suspensions sont prétes a élre inoculées. 


Inocutation. — Nous sommes partis de cobayes'de 300 grammes envi- 
ron mis en observation depuis plusieurs jours, les cobayes du méme 
lot étant de poids aussi semblable que possible ; la voie d’inoculation 
choisie est la voie sous-cutanée, Les cobayes ont élé divisés en 3 lots 
de 6. Les uns recevant la suspension formolée 4 0,2 p. 100, l'autre la 
suspension formolée 4 0,5 p. 100 et le dernier la suspension phéniquée 
ali p. 100. 

Nous avons injecté par 3 fois en sept jours d’intervalle pour per- 
mettre 4 la maladie de se déclarer si la suspension n’était pas suffisam- 
ment atténuée et si le nombre de particules virulentes était encore suf- 
fisant pour déclencher des accidents. In effet, l’incubation de la pneu- 
mopathie est de quatre jours environ et cela encore pour des dilutions 
trés élevées. Les animaux ont été observés chaque jour et les variations 
de poids et de température ont été réguliérement suivies. Les cobayes 
de chacun des lots ont fort bien supporté l’injection de vaccin. Toute- 
fois la suspension phéniquée 4 1 p. 100 a causé quelques intolérances 
avec lésions de grattage suivies d’escarres qui s’éliminérent ensuite. 

Durant la période des injections et durant les trois semaines qui ont 
précédé linoculation d’épreuve, les cobayes prennent régulitrement 
du poids et arrivent au moment de l’injection d’épreuve a atteindre 
en moyenne 350 g., ce qui correspond & la courbe normale de croissance 
d’un cobaye de ce poids. Au bout de ce laps de temps on procéde a 
Vinjection d’épreuve. 


A cet effet, on prépare une suspension au 1/1.000 a partir de 


cattle 
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foies et de rates fratches de cobayes inoculés avec une souche de pneu- 
mopathie virulente 4 10-5. On injecte 1 cm? de cette suspension a tous 
les cobayes ainsi qu’A 5 témoins. Le quatriéme jour les symptémes ce 
la pneumopathie apparaissent chez tous les cobayes vaccinés ou non 
(augmentation brusque de la température, perte ce yoids), Ils suc- 
combent tous aux environs du neuviéme jour. Un diagramme résumant 
les résultats obtenus dans cette expérience, on voit que la mort se 
place entre le septiéme et le quinziéme jour. La du.é. moyenne de la 
maladie pour les différents lots de cohayes se place vers le neuviéme 
jour au voisinage de la moyenne observée dans la maladie expéri- 
mentale (38). 


La courbe illustrant la perte de poids des différents lots est elle-méme 
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analogue & la courbe que nous donnent les témoins et quand uous les 
comparons aux courbes faites antérieurement nous trouvons qu’elles 
sont superposables. L’autopsie des animaux présente dans tous les cas 
un aspect a peu prés analogue. 


ANATOMIE PATHOLOGIQUE. — L’amaigrissement de l|’animal est frap- 
pant et constant. A l’ouverture de la cavité thoraco-abdominale on 
observe une légére congestion du foie, des intestins, des surrénales. 
La vésicule biliaire est toujours irés gonflée de bile. La rate est foncée 
et friable, un peu hypertrophiée. Mais ce sont les poumons qui pré- 
sentent les lésions les plus étendues et les plus constantes d un cas a 
l’autre. Les deux poumons sont en général atteints, quoique d'une 
facon inconstante. Le processus, en apparence pneumonique, alteint 
d’une facon prédominante les exirémités des lobes en respectant dans 
les zones moyennes des portions qui ont gardé leur apparence normale. 
Le poumon a un aspect marbré qui n’est pourtant pas celui d’une 


(3) P. Lipine et V. Saurter, loc. cit. 
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hépatisation franche, sa teinte est moins réguliére, moins foncée. Elle 
présente des parties rouge clair, rouge vif et comme l’atelectasie des 
alvéoles n’est pas totale les fragments de poumons surnagent dans 
Veau. 

Les lésions histologiques du poumon et de la rate sont identiques 
a celles trouvées dans les cas aigus de la maladie (quoique un peu 
moins accusées en ce gui concerne la rate). Les lésions du poumon ont 
une éyolution centripéte, « en coin », les parois des alvéoles pulmo- 
naires sont infiltrées et cedématiées. Il y a desquamation des cellules 
dans la cavité alvéolaire. L’hépatisation n’est jamais compléle comme 
dans le processus pneumonique, méme lorsqu’elle s’étend a la presque 
totalité de l’organe, mais il subsiste des alvéoles remplies d’air et des 
« trous » parmi les débris cellulaires encombrant les alvéoles. 

En examinant une préparation de poumon a |’immersion on conslate 
une caryorexie intense. Les cellules desquamées dans les alvéoles sont 
unies par un coagulum fibrineux et les polynucléaires qui leur sont 
associés présentent une pycnose prononcée. 

Nous avons enfin constaté réguli¢rement la présence d’inclusions 
oxyphiles intranucléaires se présentant sous la forme d’un_ grain 
unique coloré en rose violacé par ]’hématoxyline-éosine ou en rouge 
foncé par la coloration de Mann entouré par un halo clair. On les 
trouve dans les cellules demeurées en place dans les parois inter- 
alvéolaires et dont les noyaux conservent encore en apparence des 
caractéres structurels normaux. Ces inclusions se rencontrent surtout 
a la périphérie des foyers pneumoniques. Les Iésions de la rate sont 
au moins aussi caractéristiques. Au faible grossissement on ne voit 
que quelques follicules de Malpighi réduits & leur masse centrale, 
aux limites tranchées contrastant avec les espaces lacunaires agrandis, 
vidés de leurs cellules, atrésiées et renfermant seulement les polynu- 
cléaires avec de nombreux débris d’érythrocytes et des amas de pig- 
ments sanguins. Dans un cas seulement nous n’avons pas trouvé 
dinclusion, mais le cobaye dont il s’agit mort le quatriéme jour aprés 
Vinoculation d’épreuve était déficient et succomba & une pneumonie Aa 
pneumocoques. La culture du sang du cceur et l’aspect histologique 
des coupes de poumon, de foie et de rate, ne laissent pas de doute a cet 
égard. 

Dans le lot numéro 2, ayant recu une suspension formolée 
a 0,5 p. 100, nous avons perdu 2 cobayes morts de pneumopathie, 
respectivement le douziéme et le dix-huitiéme jour aprés la premiére 
injection de vaccin. Ces cobayes ont fait une maladie dont 1’allure 
rappelle de trés prés ce que nous avons observé au cours d’une expé- 
rience que nous avons menée parallélement A celle que nous venons 
de décrire. 

Nous avons choisi 7 cobayes dans un lot trés contaminé provenant du 
stock de l'Institut. Nous leur avons fait 2 injections successives A sept 
jours d’intervalle, de suspension formolée 4 0,5 p. 100 préparée dans 
les mémes conditions que précédemment. Dés le quatriéme jour aprés 
la premiére injection, la plupart des cobayes présentent une élévation 
de température. Ils perdent tous rapidement du poids et meurent tous 
cs le neuviéme et le dix-septitme jour aprés la premiere inocu- 
ation. 


Les cobayes présentent tous & l’autopsie des signes caractéristiques 
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de pneumopathie qui se trouvent confirmés par l’examen histologique. 
L’aspect du poumon et, de la rate est caractéristique et on retrouve 
réguliérement les inclusions oxyphiles intranucléaires dans les cellules 
des parois interalvéolaires des poumons. 

Nous pensons qu’il s’agit 14 d’un phénoméne analogue a celui qu’ont 
rencontré d’autres expérimentateurs et qui a conduit A l’isolement du 
virus de la pneumopathie. On a constaté, en effet, que sur des animaux 
porteurs de virus, le choc provoqué par l’injection d’une substance 
quelconque suffisait 4 déclencher un processus évolutif. Nous pensons, 
par conséquent, que l’hypothése de la virulence de la suspension peut 
étre écartée, d’autant plus qu’une suspension formolée A 0,2 p. 100 
injectée au lot numéro 1, n’a provoqué aucun de ces accidents. 


ConcLusions. — D’aprés ces essais, il est possible de conclure que les 
suspensions du virus de la pneumopathie, formolé ou phéniqué, sont 
impuissantes 4 provoquer chez les animaux auxquels elles sont. injectées, 
une immunité contre cette maladie. Les expériences antérieures faites 
sur la fiévre aphteuse (4), l’herpés. (5), la vaccine (6), la psittacose (7), 
ont montré que les suspensions de virus inactivé par le formol ou le 
phénol étaient capables de conférer un certain degré d’immunité, mais 
il faut souligner que pour ces maladies ]’immunité conférée s’est mon- 
trée précaire, de faible durée, et en aucun point comparable 4a celle 
déterminée par une infection atténuée. 

Par contre, les expériences faites sur la méningo-encéphalomyélite 
des équidés (8) et surtout sur la rage (9) et la fiévre jaune (10), ont 
montré que les suspensions de virus inactivées par les mémes agents 
chimiques étaient capables de conférer une immunité méme trés solide 
et durable 4 condition, semble-t-il, que le virus n’ait pas perdu toute 
activité biologique. Il apparait bien que lavaleur de 1l’immunité 
conférée a l’animal sensible dépende de la persistance au sein de la 
suspension inactivée d’un certain nombre de particules virulentes 
et du titre de la suspension en unités antigéniques. 

Les expériences de P. Lépine et V. Sautter (11) sur le vaccin anti- 
rabique phéniqué (type Fermi) ont montré que ce vaccin, bien qu’inca- 
pable de déterminer la rage, méme par voie intracérébrale, contient 
néanmoins assez de virus pour déterminer l’apparition de lésions spé- 
cifiques des cellules ganglionnaires de la corne d’Ammon chez |’animal 
sensible. 

Dans l’expérience de vacination que nous rapportons ici, il semble 
bien que l’inactivation totale du matériel virulent que nous avons 
jnoculé soit la cause de ]’échec que nous avons enregistré. 


(4) Vatutr, Carré, Rincarp, Rec. Med. vétér., 1926, 102, 434. 

(5) S. P. Benson, Brit. J. exp. Path., 1931, 12, 254. 

(6) R. F. Parxer et T. M. Rivers, J. exp. Med., 1936, 63, 69. 

(7) LewintaL, Lancet, 1935, 228, 1207. 

(8) J. W. Brarp, H. Finkerstem, W. C. Seary et R. W. G. Wycxorr, 
Science, 1938, 87, 490. : 

(9) Cl. Fermi, Revue critique sur les principales méthodes antirabiques, 
1934, Callizi, Sassari. : 

(10) Ed. Hinvtz, Brit. med. J., 1928, 976. — A. Prrrir et G. Srtranopouno, 
Bull. Acad. Med., 1928, 4100, 921. 

(11) P. Lépine et V. Saurrer, C. R. Soc. Biol., 1938, 127, 192. 
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Nous ne nous faisions que peu d’illusions sur les possibilités de cette 
technique, mais elle constituait un stade préliminaire indispensable 
pour des essais ultérieurs plus complexes. 


- (Institut Pasteur, Service des Virus.) 


INHIBITION DE LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE 
PAR LA PENICILLINE 
LEVEE DE CETTE INHIBITION PAR LA PENICILLINASE 


par Michel FAGUET et Pierre NICOLLE. 


Dans une note antérieure (1), nous avons montré que, lorsque la 
pénicilline est introduite dans une culture en croissance en méme 
temps que le bactériophage, cette substance, bien que fort peu lytique 
par elle-méme, renforce sensiblement l’effet du facteur lysogéne. Ce 
résultat étend aux cultures primaires la synergie renforcatrice de la 
pénicilline et du bactériophage signalée par Himmelweit (2) pour les 
cultures secondaires. 

Que se passe-t-il lorsque la pénicilline, introduite en premier dans 
la culture, a eu le temps de ralentir ou d’arréter la multiplication 
bactérienne? On sait que le bactériophage, dans l’immense majorité 
des cas, ne lyse que les germes en croissance. Dans les cultures dgées, 
ou dans celles dont le développement est suspendu, soit par suite de 
conditions défavorables de température et de pH (8), soit par l’action 
bactériostatique d’un sulfamide par exemple (4), il parvient parfois 
4a se multiplier encore, mais il est incapable de provoquer la disso- 
lution masive et totale des bactéries en repos. 

Bien que la réponse 4 la question posée fit facile A prévoir, il nous 
a paru néanmoins intéressant d’entreprendre des recherches dans ce 
sens, en utilisant, comme nous l’avions fait pour notre précédente 
étude, le microbiophotométre enregistreur mis au point par l’un de 
nous (5). 

Nous avons employé, comme dans le travail précédent, le staphylo- 
coque blanc Twort et le bactériophage du méme nom. Le milieu de 
culture était constitué par une solution 4 0,5 g. p. 100 de peptone 
(peptone Uclaf) contenant 1 g. p. 100 de glucose et 0,1 g. p. 100 
de NaCl. L’ensemencement était fait en introduisant dans chaque cuve 
de l’appareil contenant 50 cm* de milieu, la méme quantité d’une 
suspension de germes obtenue a partir d’une culture de vingt-quatre 
heures sur gélose inclinée. Les doses de bactériophage et de pénicil- 


(1) P. Nicorte et M. Facuer, ces Annales, 1947, 73, 490. 

(2) F. Himmetwerr, Lancet, 1945, 249, 104.. 

(3) Krurcer et Fony, J. gen. Phys., 1937, 24, 137. 

(4) R. Want, F.. Nirrr et M. Facuer, ces.Annales, 1946, 72, 290. 

(5) M. Facurr, Act. Sci. et Indust., Hermann, Edit., Paris, 102 pages, 898, 
1941 ; J. Suisse de Médecine, 1946, 44, 1135. 
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line (6) ont varié suivant les expériences. Dans tous les cas, ]’homo- 
genéité de la culture était assurée, 4 chaque détermination automa- 
tique de l’opacité, par le dispositif spécial décrit par l’un de nous (7). 


1° AcTION INHIBITRICE DE LA PENICILLINE SUR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE. 
— a) Expérience du 19 mars 1947. La pénicilline est introduite a la 
dose de 1 U. par centimétre cube au moment ov la culture pré- 
sente une opacité correspondant 4 environ 250 millions de germes par 
centimétre cube. Trente-cing minutes aprés, alors que l’action bacté- 
riostatique de la pénicilline est déjA bien marquée, on introduit le 
bactériophage. Celui-ci (I goutte de lysat dont le titre était 5,2x 10° 
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par centimétre cube de milieu) ne produit aucun effet lytique 
(8 courbes). , 

b) Expérience du 26 mars 1947. La pénicilline (1 U. par centimétre 
cube) est introduite cing heures aprés l’ensemencement du milieu, 
lorsque la culture présentait environ 350 millions de germes par centi- 
métre cube. Le bactériophage, ajouté une heure trente aprés, produit 
une lyse trés retardée, trés lente et incomplete. 

c) Expérience du 3 avril 1947. La pénicilline (0,1 U. par centimétre 
cube) est introduite dans la culture au moment ow celle-ci présente 
environ 600 millions de germes par centimétre cube. Le bactériophage, 
ajouté une heure quarante-cing aprés la pénicilline, ne produit aucune 
action lytique (3 courbes). 


2° INFLUENCE DU TEMPS KCOULE ENTRE L’INTRODUCTION DE LA PENICILLINE 
ET CELLE DU BACTERIOPHAGE. — d) Expérience du 30 avril 1947 (fig. 1). 
Courbe 1 : culture du staphylocoque seul. 


(6) Pénicilline Merck U. S. A. 
(7) M. Facurt, ces Annales, 1947, 73, 495. 


By 
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Courbe 2 : action du bactériophage seul. Le bactériophage (X gouttes 
d’un lysat dont le titre était 5,2 x 10°, introduit au moment ot la 
culture présente 300 millions de germes environ, provoque la lyse en 
trente minutes. Elle est rapide et totale (retour A la limpidité initiale) 
en trente minutes. 

Dans les 4 cuves suivantes, on introduit la pénicilline 4 la dose de 
25 U. par centimétre cube, dans. les cultures présentant environ 
300 millions de germes par centimétre cube. 

Courbe 3: le bactériophage est ajouté quarante-cing minutes aprés 
la pénicilline. La lyse commence quarante-cing minutes aprés l’intro- 
duction du bactériophage. Elle dure quarante-cing minutes. On assiste 
au retour a peu pres total 4 la limpidité initiale. 

Courbe 4: le bactériophage est ajouté une heure quinze aprés la 
pénicilline. La lyse commence quarante-cing minutes apres l’introduc- 
tion du bactériophage. Elle dure environ une heure quarante-cing. 
A la fin de la lyse, la limpidité est moins totale que pour la courbe 3. 

Courbe 5: le bactériophage est ajouté deux heures quarante-cing 
apres la pénicilline. On n’observe pas de lyse caractéristique du bac- 
tériophage, mais seulement une lyse lente et continue du type péni- 
cillinique. 

Courbe 6: le bactériophage est ajouté cing heures aprés la pénicil- 
line. Pas de lyse bactériophagique. . 

Divers titrages effectués en fin d’expérience ont montré que, dans 
les cas 5 et 6, il n’y avait pas eu d’augmentation du titre bactériopha- 
gique. 


3° LEVEE DE L’INHIBITION PENICILLINIQUE SUR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE 
PAR LA PENICILLINASE. — @€) Expérience du 16 avril 1947 (fig. 2). 

Courbe 1 : culture normale de staphylocoque. 

Courbe 2: Lyse bactériophagique normale. Dans la culture, par- 
venue A une opacité correspondant & 500 millions de germes par cen- 
timétre cube, on introduit X gouttes de bactériophage dont le titre 
est 5,2 x 10°. La lyse commence une heure trente-cing aprés. Elle 
dure environ deux heures. Elle est presque totale. 

Chacune des cuves suivantes recoit 0,5 U. par centimétre cube de 
pénicilline au moment ot les cultures présentent environ 500 millions 
de germes par centimétre cube. 

Courbe 38: action de la pénicilline seule sur la culture de staphylo- 
coques. L’action bactériostatique est trés nette par rapport a la courbe 1. 
L’action lytique de la pénicilline est légére et trés lente. 

Courbe 4: bactériophage aprés la pénicilline. Le bactériophage est 
introduit environ une heure quinze aprés la pénicilline. La lyse bac- 
tériophagique typique manque complétement. Mais l’action bactério- 
statique de la pénicilline est plus intense que dans le cas de la péni- 
cilline seule (courbe 3). L’action lytique lente de la pénicilline est éga- 
lement sensiblement renforcée. 

Courbe 5 : bactériophage et pénicillinase. Le bactériophage (X gouttes) 
et la pénicillinase (0,1 cm* de filtrat d’Escherichia coli par centimétre 
cube de milieu) sont introduits ensemble une heure quinze aprés la 
pénicilline. L’action lytique observée est plus rapide et plus intense que 
celle qui a été enregistrée pour le bactériophage seul (courbe 2). La lyse 
commence trente minutes aprés l’introduction du mélange. Elle est 
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terminée en trente minutes et elle est plus compléte que pour le bacté- 
riophage seul. 

Courbe 6: pénicilline et pénicillinase. On introduit la méme dose de 
pénicillinase (5 cm?) une heure quinze aprés la pénicilline. L’action 
bactériostatique observée est analogue A celle de la pénicilline seule 
(courbe 3). Mais neuf heures aprés, on constate la reprise de la crois- 
sance bactérienne. La courbe ne tarde pas a rejoindre et A dépasser le 
nombre de germes de la culture du staphylocoque seul (courbe 1). 

f) Expérience du. 28 avril 1947. 

Courbe 1: culture normale du staphylocoque. 

Courbe 2: action du bactériophage seul sur la culture. Le bactério- 
phage est introduit (X gouttes) lorsque la culture montre environ 
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250 millions de germes par centimétre cube. La lyse bactériophagique 
commence trente minutes environ aprés introduction du_ bactério- 
phage et elle dure également trente minutes. 

Dans les 4 cuves suivantes, on introduit une méme dose de péni- 
cilline (1 U. par centimétre cube) au moment ow les cultures atteignent 
250 millions de germes par centimétre cube. 

Courbe 8: pénicilline seule. L’action bactériostatique débute une 
heure trente aprés l’introduction de la pénicilline. Elle est trés nette. 

Courbe 4: pénicilline, puis bactériophage. Le bactériophage est 
ajouté une heure quinze aprés la pénicilline. La lyse bactériophagique 
est sensiblement ralentie. Elle commence trente minutes aprés l’intro- 
duction du bactériophage et elle dure plus de deux heures. Elle reste 
incomplete. 

Courbe 5: pénicilline, puis bactériophage et pénicillinase. Le bac- 
tériophage et la pénicillinase sont introduit une heure quinze aprés 
la pénicilline. La lyse est plus précoce et plus rapide que dans le cas 
de la courbe 4. 

Courbe 6: pénicilline, puis pénicillinase, La pénicillinase est intro- 
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duite une heure quinze aprés la pénicilline. L’effet bactériostatique est 
plus faible que dans le cas de la pénicilline (courbe 3) et surtout, 
une heure quarante-cing aprés l’introduction de la pénicillinase, la 
multiplication des germes recommence et la courbe atteint un niveau 
presqu’égal a celui de la courbe du staphylocoque seul (courbe 1). 

g) Expérience du 8 mai 1947. 

Courbe 1: staphylocoque seul. 

Courbe 2: staphylocoque et bactériophage. Courbe typique de la 
lyse bactériophagique. 

Dans les 4 cuves suivantes, la pénicilline est introduite lorsque les 
cultures atteignent environ 700 A 800 millions de germes. 

Courbe 3 : pénicilline seule. L’action bactériostatique commence 
presque aussitét. L’action lytique est faible et trés lente. 

Courbe 4: pénicilline, puis bactériophage. XL gouttes de bactério- 
phage ayant un titre de 6,8 x 10° sont ajoutées une heure trente 
apres la pénicilline. L’action bactériostatique est un peu plus accentuée 
que pour la pénicilline seule. On n’observe pas de lyse du type bacté- 
riophagique, mais une action lytique trés faible et trés lente du type 
pénicillinique. 

Courbe 5: pénicilline, puis bactériophage et pénicillinase. Le bacté- 
riophage est introduit une heure trente aprés la pénicilline (XL gouttes) 
en méme temps que la pénicillinase (0,1 cm?* de filtrat d’Escherichia 
coli parcentimétre cube de milieu). La lyse commence trente minutes 
apres l’introduction de ces deux agents. Elle est rapide et elle est 
terminée en une heure. 

Courbe 6: pénicilline, puis pénicillinase une heure trente plus tard. 
L’action bactériostatique est plus faible que pour la pénicilline seule 
(courbe 3). Plus tard, la croissance de la culture reprend sa marche 
ascendante et la courbe rejoint celle du staphylocoque seul (courbe 1). 


ConcLusions. — 1° Alors que la pénicilline renforce trés nettement 
Vaction du bactériophage lorsqu’elle est introduite dans une culture 
(staphylocoque) en méme temps que le principe lytique, la méme 
substance ralentit au contraire, ou, si on lui en donne le temps, 
entrave complétement la lyse bactériophagique lorsque la culture a été 
préalablement soumise 4 son action bactériostatique. 

2° Ces résultats sont en accord avec ceux d’expériences similaires 
effectuées avec les sulfamides. Ils renforcent l’opinion suivant laquelle 
les bactériophages ne peuvent se multiplier, ni A plus forte raison, 
produire la dissolution massive des bactéries que si ces derniéres sont 
en période de croissance. 

3° La Pénicillinase (d’un filtrat d’Escherichia coli) rend une culture 
dont le développement a été suspendu par la pénicilline, A nouveau 
sensible au bactériophtage. Il semble méme que cette substance ren- 
force l’action lytique du principe de d’Hérelle. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage.) 
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LYSE DU PNEUMOCOQUE 
PAR LES SAVONS CATIONIQUES | 


: par J. POLONOVSKI et L. COTONI. 


Le pneumocoque est un germe extrémement’ sensible A certains 
agents chimiques. Cela, rend sa culture délicate et son autolyse 
fréquente. On connait déjd un. certain nombre de _ substances 
capables de lyser le pneumocoque: bile [4, 2, 6, 9], savons (oléate, 
ricinoléate, etc. [38, 4, 5, 9]), polypeptides cationiques (tyrocidine [7]. 
Nous avons recherché l’action des savons cationiques sur le pneumo- 
coque I. 

Amines quaternaires : zéphirol (chlorure de dodécylbenzyldiméthyl- 
-ammonium) et sapamine MS (méthylsulfate d’oléylaminoéthyldiéthy]- 
méthylammonium : 


CH. OCH. 
CH; — (CHa), — N + 
CH, — C,H, 
C,H, C,H 
CH, — (CH,), — CH = CH — (CH), — CO — NH — CH, — CH, —N + 
dH, 


Amines tertiaires: sapamine CH (chlorhydrate d’oléylaminoéthyl- 
diéthylamine : 
CH, 
CH. — (CH,), — CH — CH —(CH,), — CO — NH — CH, — CH, —N7 
\ Cos 


Il convient d’opérer sur le pneumocoque débarrassé du bouillon de 
culture par lavages a l’eau physiologique et remise en suspension dans 
l’eau physiologique stérile (suspension P). 

1°: Si on opére avec des doses de savon cationique élevées (supérieures 
4 0,1 cm* de sapamine M § Aa 2 p. 1.000 pour 1 cm®* de suspension P, 
soit une dilution de 1/5.000) on n’observe aucune lyse méme au bout 
de vingt-quatre heures 4 |’étuve 4 37°. Mais les germes deviennent peu 
a peu Gram-négatifs et les ondes moirées caractéristiques, obtenues par 
agitation du tube de culture, disparaissent. 

2° Pour des doses encore plus élevées (0,1 cm* a 2 p. 100) [dilution 
finale 1/500] on constate une agglutination des pneumocoques. Pour 
toutes ces doses le pneumocoque est tué mais non lysé. 

3° Les pneumocoques sont lysés dans une zone de concentration en 
savon trés étroite : pour le zéphirol par exemple (solution 4 1/10.000) 
la lyse de 1 cm? de suspension P n’est obtenue que dans 1’inter- 
valle 0,2 A 1 cm? (soit environ une dilution finale de 1/50.000 a 


1/20.000). 
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La zone est A peu pres la méme pour les deux autres agents étudiés. 

4° Pour les dilutions inférieures A 1/100.000 la lyse n’a pas lieu et le 
pneumocoque reste Gram-positif. 

Exemple : des tubes de 1 cm* de suspension P laissées quatre heures 
a létuve a 37° avec des doses croissantes de zéphirol ou de sapamine 
ont donné les résultats suivants : ' 


SES A SS RES SSSA TSP SI SNE TAA PA RSE NS NTIS EEO YES SITE IY SE SLE EE EOD 


ZEPHIROL A 1/10.000, EN CENTIMETRES CUBES 


0 |0,050/0,100) 0,200 0,300 | 0,400 4 2 
LySCuene eh ene 0 | 0 0 | Partielle. | Totale. | Totale. | Partielle. 0 
Grama thie. ori +/+] + ]+et— ate set 
Ondes moirées +) + )]4 + an = = ue 


Nous avons essayé sans succés de lyser ainsi les streptocoques lac- 
tique et viridans, le BCG, le staphylocoque, le bacille coli. 

Enfin nous avons retrouvé [40] une action inhibitrice du cholestérol 
sur la lyse du pneumocoque par le zéphirol. Exemple : N cm® de solution 
physiologique de zéphirol 4 1/10.000 contenant 0,12 mg. de cholestérol 
par centimétre cube sont ajoutés 4 1 cm® de suspension P : 


: = Xe ZEPHIROL 
TEMoIN 0 | N=0,2 | N=0,4 | N=0,6 seul, 0,4 


Lyse en une heure. 0 0 0 0 Totale. 


Ces résultats sont en bon accord avec ceux des autres auteurs qui 
ont constaté qu’a des doses trop fortes l’oléate n’était pas lytique [6], 
que la tyrocidine ne lysait le pneumocoque que dans une certaine zone 
de concentration [7]. 

Pour appliquer A ce cas la théorie de l’autolyse de R. Dubos [8] on 
dirait que la dose trop forte de zéphirol tue le pneumocoque et les 
diastases autolytiques et que la lyse devient impossible. Mais on peut 
encore concevoir d’une autre facon ce phénoméne ; le zéphirol se 
combine aux protéines et les fait floculer pour une certaine proportion 
de zéphirol/protéines : la couche superficielle du pneumocoque serait 
ainsi rendue imperméable par cette coagulation. On peut encore inter- 
préter ces faits d’aprés les propriétés des émulsionnants : si la lyse est 
le résultat de 1’6mulsion des lipides superficiels du pneumocoque par 
le savon, on sait: qu’une -telle émulsion n’est possible que pour une 
certaine proportion des constituants : si on met trop d’émulsionnant, 


Vémulsion peut s’inverser et transformer ainsi profondément la paroi 
bactérienne (théorie de G. Spira), 
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(Institut Pasteur, Service de Chimie biologique.) 


IDENTIFICATION SEROLOGIQUE 
DES BACILLES TUBERCULEUX DU TYPE BOVIN 


par W. SCHA:FER. 


Nous avons monitré (1) que certains sérums préparés par injection 
de bacilles tuberculeux bovins lisses réagissent spécifiquement dans 
la réaction de fixation du complément et de précipitation avec les 
protéides des bacilles du type bovin, tandis que d’autres sérums pré- 
parés de la méme maniére réagissent non seulement avec les protéides 
des bacilles bovins, mais encore avec ceux du type humain. Les pre- 
miers sérums peuvent servir A l’identification des souches bovines. 

Dans la technique que nous avons proposée a cet effet, les protéides 
des bacilles & identifier sont précipités de leurs filtrats de culture par 
le sulfate d’ammonium A saturation, la fraction insoluble 4 pH 4 en 
présence d’acide acétique est éliminée et les protéides ainsi purifiés sont 
précipités par l’acide trichloracétique 4 2 p. 100. On effectue ensuite, 
avec les solutions des protéides purifiés, la réaction de fixation du 
complément ou de précipitation en présence de |’antisérum spécifique. 

Ce procédé est trés laborieux et demande des quantités assez grandes 
de culture. C’est pourquoi nous avons essayé de le simplifier et nous 
y sommes parvenu en utilisant une méthode tout a fait analogue 
4 celle employée par R. C. Lancefield (2) pour l’identification des pro- 
téides spécifiques du type des streptocoques hémolytiques du groupe A. 
Voici la méthode utilisée : 

100 mg. environ d’une culture provenant de n’importe quel milieu 
solide ou liquide sont prélevés 4 la spatule et émulsionnés dans un 
mortier avec 2 cm® d’eau physiologique. Cette suspension est trans- 


3 


vasée dans un tube 2 centrifuger auquel on ajoute 0,5 cm? d’acide 


(1) W. Scumrer, ces Annales, 1940, 64, 517 et Soc, frangaise de Micro- 
biologie, séance du 5 juin 1947, 
(2) R. C. Lanceriep, J. exp. Med., 1928, 47, 9. 
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chlorhydrique "/5. Le mélange est alors chauffé au bain-marie bouil- 
lant pendant quinze minutes en agitant souvent. Puis il est refroidi, 
neuralisé et centrifiugé. Le liquide surnageant est utilisé pour lidenti- 
fication en le déposant a la surface de l’antisérum spécifique. S7il s’agit 
de l’extrait d’une souche bovine, un anneau de précipitation apparait 
A la surface de séparation des deux liquides au bout de deux a cing 
minutes. S’il s’agit de l’extrait d’une souche humaine, aviaire ou de 
bacilles paratuberculeux, l’anneau apparait beaucoup plus tard et il est 
plus faible. 

Nous avons pu, jusqu’A présent, identifier par cette méthode 
26 souches bovines de virulence normale ou trés atténuée. Par contre, 
32 souches humaines, 12 souches aviaires et 6 souches de bacilles para- 
tuberculeux n’ont pas réagi d’une maniére spécifique. La souche BCG 
et deux autres trés vieilles souches d’origine bovine employées pour la 
production de Ja tuberculine se sont également montrées dépourvues 
de l’antigéne spécifique. 

Les antisérums ont été obtenus en injectant 4 des lapins par voie 
sous-cutanée une suspension, dans l’huile de paraffine, de. 100 mg. 
de bacilles bovins lisses tués par chauffage d’une heure a 80° et pesés 
a l’état sec. Les anticorps spécifiques apparaissent chez quelques ani- 
maux trois 4 quatre semaines plus tard, chez d’autres seulement une 
dizaine de jours aprés une deuxiéme injection identique. Certains 
animaux enfin se montrent incapables de produire des anticorps spé- 
cifiques. 

Parmi les antisérums ainsi obtenus, il est nécessaire de sélectionner, 
pour l’identification des souches bovines, les sérums les plus spéci- 
fiques. En effet, les sérums moins spécifiques précipitent aussi les 
extraits des bacilles humains el méme ceux de certaines souches aviaires 
et de bacilles paratuberculeux. 

Cette réaction spécifique du type bovin facilite considérablement 
Videntification des souches bovines et la rend possible méme dans le 
cas de souches bovines trés atténuées qui ont perdu leur virulence 
caractéristique pour le lapin. 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Recherches sur la Tuberculose.\ 


Les communications suivantes ont paru ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur. 


Nouveau procédé d’inoculation au cobaye des produits sus- 
pects de tuberculose, aprés modification par contact avec la 
pénicilline calcique, par F. Tison. 


L’action de l’aneurine et de ses constituants sur deux souches 
de bacilles paratuberculeux, par A. Lutz. 


Inhibition des agents chimiothérapiques par des substances 


« anti ». Applications pratiques au laboratoire clinique, par 
B. Sureau et F. Boyen. 


a 
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Hémolyse par les savons a cations actifs, par J. Potonovsx1 et 
M. MacHesorur. 
6 
Relations immunologiques entre les gonadotrophines choriales 
humaines et les substances spécifiques de groupes sanguins, 
par A. Bussarp et A. EyQquem. 


Mycose expérimentale 4 Torulopsis histolytica, par G. SEGRETAIN 
et E. DRouHET. 


Bactériophages et antiseptiques. Analyse du phénoméne de 
l’anneau de culture, par P. Nicotte et M. Mimica. 


Essai d’analyse des besoins en tryptophanne de mutants 
d’Escherichia coli résistants au bactériophage, par Eve 
Wo.LtMan. 


ERRATUM 


Annales de l'Institut Pasteur, 1947, 73, n° 8, 813. 


« Une nouvelle réaction d’allergie dans la tuberculose », par R. Chaus- 
sinand, ligne 25. Au lieu de : L’>homme et le cobaye non infectés de 
tuberculose et vaccinés par le BCG, lire : L’>homme et le cobaye non 
infectés de tuberculose et non vaccinés par le BCG. 


Le Gérant : G. Masson. 
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